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1 .  R E S U M E N  
 
La amibiasis es ocasionada por el protozoario parásito Entamoeba histolytica; esta 
enfermedad representa un problema de salud en México y en países en desarrollo. Para 
el tratamiento de la amibiasis la droga de elección es el metronidazol, sin embargo, ésta 
provoca diversos efectos secundarios indeseables en el paciente y se ha reportado la 
resistencia de E. histolytica a esta droga. Recientemente la Organización Mundial de la 
Salud (OMS) y de la Organización de Alimentos y Agricultura de las Naciones Unidas 
(FAO) han recomendado la búsqueda de terapias de interferencia microbiana empleando 
microorganismos probióticos. Este trabajo se suma a las nuevas investigaciones en la 
búsqueda de terapias de interferencia microbiana a partir de bacterias lácticas. En esta 
investigación se determinó la fuente de carbono que proporcionó el mejor rendimiento 
celular de Lactobacillus plantarum, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei y 
Lactobacillus casei rhamnosus para obtener los medios condicionados (MC) con cada 
una de las bacterias probióticas y se comparó la actividad de interferencia microbiana 
(IM) que exhibió cada medio condicionado sobre el crecimiento axénico in vitro de 
Entamoeba histolytica; y en función del potencial amebicida se procedió a la 
caracterización bioquímica parcial de los metabolitos presentes en el medio 
condicionado. Lactobacillus acidophilus (La) demostró una interferencia microbiana 
(IM) del 96.49% sobre el crecimiento de Entamoeba histolytica HM1-IMSS. Así como, 
la obtención del peso molecular de la proteína de 71 KDaltones (KDa). Estudios 
anteriores han demostrado que las proteínas (bacteriocinas) son las responsables de la 
interferencia microbiana. En el medio condicionado (MC) de La, existe la presencia de 
grasas y ácido láctico, que pueden estar actuando sobre el crecimiento de E. histolytica.  
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A B S T R A C T  
 
Amoebiasisis caused by the protozoan parasite Entamoeba histolytica; this disease is a 
health problem in Mexico and in developing countries. For the treatment of amoebiasis 
the drug of choice is metronidazole, however, it causes various undesirable side effects 
in the patient and is reported E. histolytica resistance to this drug. Recently the WHO 
and the Food and Agriculture Organization of the United Nations have recommended 
the search for therapies for microbial interference by probiotic microorganisms. This 
work adds to new research in the search for therapies for microbial interference from 
lactic acid bacteria. In this investigation the carbon source that provided the best cell 
performance Lactobacillus plantarum, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei 
and Lactobacillus casei rhamnosus for the conditioned media (CM) with each of the 
probiotic bacteria and interference activity was determined compared microbial (IM) 
that exhibited each conditioned medium on the growth in vitro axenic Entamoeba 
histolytica; and depending on the potential amebicide it proceeded to partial biochemical 
characterization of the metabolites present in the conditioned medium. Lactobacillus 
acidophilus (La) showed a microbial interference (IM) of 96.49% on the growth of 
Entamoeba histolytica HM1-IMSS. And, obtaining the molecular weight of the protein 
KDaltones 71 (kDa). Previous studies have shown that proteins (bacteriocins) are 
responsible for the microbial interference. In the conditioned medium (CM) of               
L. acidophilus, there is the presence of fat and lactic acid, which may be acting on the 
growth of  E. histolytica.  
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2. I N T R O D U C C I Ó N 
Se estima que el 10% de la población mundial está infectada por E. histolytica, lo que 
representa aproximadamente 50 millones de casos de amibiasis invasora y hasta 100,000 
muertes por año, colocando a la amibiasis en el tercer lugar después de la malaria y la 
esquistosomiasis en mortalidad por parásitos protozoarios.  En países con economía 
emergente, el 50% de la población está infectada por E. histolytica, esta enfermedad ataca 
al ser humano en cualquier edad, siendo más frecuente en niños y adultos jóvenes (OMS 
1997). En México la amibiasis es un problema de salud pública que ocupa el tercer lugar 
dentro de las enfermedades infecciosas parasitarias en niños y adolescentes. En el año 
2007 se reportaron 574,834 casos en la población de niños recién nacidos hasta los 19 
años de edad (Villanueva y Herbas 2009). 
E. histolytica existe en dos formas evolutivas: el trofozoíto y el quiste. Los trofozoítos 
exhiben un tamaño de 20-40 µm de diámetro, son muy dinámicos, presentan seudópodos, 
gran cantidad de vacuolas ricas en glucógeno y en el citoplasma se muestra un núcleo. 
Los ribosomas presentes en esta fase se arreglan en hélices, los cuales tienden a agregarse 
para formar barras elongadas con bordes redondeados (conocidos como cuerpos 
cromatoides). Los trofozoítos representan la fase invasiva, y además han sido 
ampliamente estudiados, (Diamond y Clarck 1993).  Los quistes de E. histolytica son 
esféricos u ovoides y algunas veces aparecen con bordes irregulares. Contiene 
normalmente cuatro núcleos cuando están maduros y raramente presentan ocho núcleos. 
El estadio de quiste representa la fase infestiva (Proctor y Gregory 1973). 
El tratamiento de elección para la amibiasis es el metronidazol, que se caracteriza por 
provocar muerte selectiva de procariotes y eucariotes.   Por otra parte, se ha demostrado 
en algunos estudios con ratones que esta droga presenta actividad tanto mutagénica como 
carcinogénica (Samarawickream et al.  1997).  Sin embargo, esta droga presenta múltiples 
efectos secundarios indeseables en los humanos, por ejemplo:  
Reacciones gastrointestinales, reacciones alérgicas, reacciones del sistema nervioso, 
trastornos mentales,  trastornos transitorios de la visión y hepatobiliares 
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(http://www.medizzine.com/pacientes/medicamentos/M/metronidazol_oral.php) 
(Accesado el 14 de febrero de 2018). 
En los últimos años se han reportado una gran variedad de microorganismos resistentes a 
las drogas de elección, entre las cuales se encuentra E. histolytica. La OMS recientemente 
ha encomendado la búsqueda de nuevas drogas, teniendo como punto de referencia el 
empleo de microorganismos que presenten interferencia microbiana sobre 
microorganismos patógenos. La FAO y la OMS han declarado que existe evidencia 
científica para indicar el potencial de los probióticos que proporcionan beneficios a la 
salud y son seguras para uso humano (FAO/OMS 2001).  
Los probióticos, pueden incrementar la resistencia contra los patógenos intestinales 
mediante mecanismos antimicrobianos. Estos incluyen la colonización competitiva y la 
producción de ácidos orgánicos como el ácido láctico y acético, bacteriocinas y otros 
metabolitos secundarios como el peróxido de hidrógeno y el dióxido de carbono 
(Kailasapathy y Chin 2000). 
En múltiples trabajos se ha demostrado la inhibición del crecimiento y enquistamiento de 
Entamoeba histolytica por acción de liofilizados del medio condicionado con probióticos 
(Lactobacillus sp. Bifidobacterium longum y Lactococcus lactis), (Barrón González et al.  
2008). Sin embargo, hasta ahora se desconoce con certeza cuál o cuáles son los factores 
responsables de esta inhibición. 
Estos hechos, han permitido el gran interés de conocer la naturaleza bioquímica de los 
bioderivados de probióticos frente a Entamoeba histolytica HM1-IMSS (Shaudin 1903). 
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3. DEFINICIÓN DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACIÓN 
 
Recientemente la OMS y la FAO (FAO/OMS, 2001), han recomendado el uso de 
probióticos para el desarrollo de interferencia microbiana, debido al incremento de la 
resistencia desarrollada por múltiples microorganismos a las drogas de elección; tal es el 
caso de E. histolytica, la cual ha desarrollado resistencia al metronidazol por lo cual es 
inminente la búsqueda de nuevas drogas que no presenten efectos secundarios en el 
humano. 
 
Se ha reportado la interferencia microbiana que presentan Lactobocillus plantarum, 
Lactobocillus acidophilus, Lactobocillus casei y Lactobocillus casei rhamnosus sobre el 
crecimiento axénico in vitro de E. histolytica (Barrón et al. 2008). Sin embargo, 
actualmente se desconocen cuàl o cuáles moléculas están involucradas en actividad de 
interferencia microbiana que exhiben los probióticos antes mencionados sobre                       
E. histolytica HM1-IMSS. Por lo cual es indispensable la caracterización bioquímica de 
las sustancias presentes en los medios condicionados con Lactobacillus que intervienen 
en la inhibición del crecimiento de E. histolytica HM1-IMSS (Schaudinn 1903). 
 
Los resultados obtenidos de la investigación permitirán elucidar la o las moléculas 
involucradas en el proceso de inhibición del crecimiento del protozoario parásito patógeno 
al humano: Entamoeba histolytica HMI-IMSS. 
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4. H I P Ó T E S I S  
 
 
Los medios condicionados de Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei, 
Lactobacillus casei rhamnosus y Lactobacillus plantarum exhiben interferencia 
microbiana sobre Entomeba histolytica bajo condiciones axénicas in vitro, modificando 
la fuente de carbono. 
 
 
 
 
5. OBJETIVO GENERAL 
Seleccionar la fuente de carbono óptima de cuatro cepas de Lactobacillus, que incorporada 
en medios condicionados, exhiban actividad de interferencia microbiana sobre el 
desarrollo axénico in vitro de Entamoeba histolytica y la caracterización parcial de los 
metabolitos secundarios. 
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5.1  Objetivos particulares 
a) Determinar el inicio de la fase preestacionario de cuatro especies de 
Lactobacillus al ser cultivadas en el medio MPT adicionado 
independientemente con glucosa, lactosa, fructosa o sacarosa como fuente 
de carbono.  
b) Obtener el medio condicionado de cada especie de Lactabocillus a partir 
de cada medio adicionado con glucosa, lactosa, fructosa o sacarosa. 
c) Establecer la cinética de crecimiento de E. histolytica HM1-IMSS en el 
medio MPT bajo condiciones axénicas in vitro. 
d) Determinar la interferencia microbiana de los medios condicionados con  
L. acidophilus, L. casei, L. casei rhamnosus y L. plantarum sobre el 
crecimiento axénico in vitro de Entamoeba histolytica HM1-IMSS.  
e) Caracterizar el medio condicinado con análisis cualitativos y cuantitativos 
de proteínas, ácidos grasos, carbohidratos e índice de acidez total.  
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 6. ANTECEDENTES 
6.1 Generalidades de Entamoeba histolytica y amibiasis 
 
Entamoeba histolytica es un parásito protozoario, es causante de la amibiasis. Se ha 
reportado que aproximadamente el 10% de la población mundial está contagiada. Sin 
embargo, el 90% de las personas infestadas son asintomáticas. Se sabe que cada año 
a nivel mundial se presentan 50 millones de casos sintomáticos y que 100,000 son 
fatales. Después de la malaria y la esquistosomiasis, causada por Plasmodium sp.  y 
Schistosoma sp, la amibiasis por E. histolytica es considerada la tercera causa de 
muerte por parásitos protozoarios en el mundo (Kucik et al.  2004). 
 
En México, la amibiasis intestinal causada por E. histolytica y E. dispar ocupa el 
tercer lugar dentro de las enfermedades infecciosas parasitarias y representa un 
problema de salud pública, incluso en países en vías de desarrollo. En la Tabla 1, se 
muestra el compendio del estudio realizado entre los años 2005-2007 acerca de la 
situación epidemiológica de la amibiasis intestinal en niños y adolescentes en México 
y se reportaron 574,834 casos en el 2007 (Villanueva y Herbas 2009).  
 
Tabla 1   
Incidencia de amibiasis intestinal en México 2005-2007*  
Año Casos ≤ 1  
año 
1-4  
Años 
5-9  
años 
10-14  
años 
15-19  
años 
2005 762,937 35,383 150,372 112,916 84,687 50,092 
2006 662,197 32,675 122,417 96,274 72,274 44,290 
2007 574,834 30,645 106,926 82,757 62,073 39,485 
             *(Tasa calculada en casos incidentes/100 000 habitantes) 
 
E. histolytica fue identificada por primera vez por Lösch 1875 en las heces de un 
enfermo con disentería crónica en San Petesburgo, Rusia. Posteriormente, 
Councilman y Lafleur  1891 describieron las pruebas clínicas y anatomopatológicas 
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para la evidencia  de la asociación de este parásito con la disentería y el absceso 
hepático. Quincke y Ross describieron la forma quística en 1893, y 1903, Schaudinn 
nombró al parásito como Entamoeba histolytica por su capacidad de lisar tejidos y 
producir ulceras intestinales; diferenciándola de Entamoeba coli, la amiba común del 
colon (Romero 1994). 
 
6.1.1 Ciclo de vida 
 
E. histolytica presenta dos fases de desarrollo o estadios bien establecidas: el 
trofozoíto, el cual contribuye en la etapa invasiva y el quiste que representa la fase 
infestiva y de resistencia. 
 
a) Trofozoíto:  
Algunos factores fisicoquímicos, como: el pH, el potencial oxido-reducción y la 
osmolaridad, afectan la movilidad y morfología del trofozoíto. Además, esta etapa es 
muy sensible a los jugos gástricos y agentes externos, por lo cual, es frecuente 
localizarlo en la luz y pared del colon, especialmente ciego y recto (Pumarola et al.  
1991). 
 
El trofozoíto presenta un tamaño que oscila entre 10 a 60 µm, una membrana 
citoplasmática dividida en dos porciones: una externa llamada ectoplasma, y una 
porción interna denominada endoplasma (Petri et al.  1993).  El ectoplasma, es 
hialino, retráctil y carece casi por completo de granulaciones (Pumarola et al.  1991).  
Además, posee pseudópodos, prolongaciones del ectoplasma que llegan a medir 
aproximadamente 50 µm, los cuales le permiten al parásito desplazarse a través del 
segmento intestinal (Romero 1993). El endoplasma tiene una estructura granular fina 
y, en las formas mayores, abundantes vacuolas y vesículas que contienen restos 
celulares y hematíes intactos o en vía de degradación (Pumarola et al.  1991),             
(Fig. 1). 
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El trofozoíto se nutre, con ayuda de sus pseudópodos, por fagocitosis a expensas de 
los hematíes y de los tejidos disueltos. Al microscopio electrónico no se detectan 
mitocondrias, aparato de Golgi, microtúbulos ni retículo endoplásmico rugoso 
(Pumarola et al.  1991). 
 
El núcleo tiene forma esférica con un acúmulo de cromatina pequeño y puntiforme 
en el centro, encerrado en una cápsula llamado cariosoma o endosoma (Petri et al.  
1993). Presenta también cromatina adherida a la cara interna de la membrana nuclear, 
distribuida en forma homogénea (Romero 1993). 
 
Cuando en el medio ambiente se presentan condiciones no propicias para el 
trofozoíto, genera cambios de forma, deja de emitir pseudópodos, el endoplasma y 
ectoplasma ya no se diferencian, se pierde la forma irregular característica y la célula 
toma una forma esférica, al tiempo que aparece una pared gruesa llamada pared 
quística (Petri et al.  1993).   
 
Mientras sucede lo anterior, la célula expulsa todo su contenido vacuolar y empieza 
a formar material de reserva en forma de vacuolas de glucógeno y barras 
cromatoidales, a esta fase de transformación del trofozoíto se le denomina prequiste. 
Posteriormente, las etapas siguientes se le denomina prequiste inmaduro      
MC: Membrana citoplásmica 
 EC: Ectoplasma 
 EN: Endoplasma granular 
   H: Granulos de glucógeno 
    C: Cariosoma central 
    N: Núcleo 
    P: Pseudópodos 
 
 
P EC 
E
H 
C 
N 
Fig 1. Morfología del trofozoíto de  E. histolytica 
M
C 
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uninucleado, quiste maduro binucleado, hasta llegar a la etapa de la formación de 
quiste maduro, el cual es la etapa final de la formación de la fase infestiva (Romero 
1993). 
 
      b) Quiste 
El quiste es redondo u oval con un tamaño de 10-25 µm. Posee una pared de 0.6 µm 
y es resistente al jugo gástrico y ha factores ambientales externos (Pumarola et al.  
1991).  
 
El quiste se forma por la evolución del trofozoíto, posee de 1 a 4 núcleos, según la 
fase de maduración en la que se encuentre. Los quistes jóvenes tienen 1 ó 2 núcleos, 
algunos cuerpos cromáticos y vacuolas de glucógeno. Cuando el quiste madura 
presenta 4 núcleos y desaparecen los cuerpos cromáticos. Los cuerpos cromáticos o 
cromatoides contienen principalmente ácidos nucléicos y fosfatos. Solo los quistes 
maduros son infecciosos (Pumarola et al.  1991), (Fig. 2). 
 
 
 
 
 
Fig 2. Morfología del quiste de  Entamoeba histolytica. A) Etapa de       quiste, observando la 
presencia de tres núcleos, B) Imagen de un quiste obtenido a través de microscopía de 
barrido.  
 
E. histolytica es transmitida por fecalismo, ya que las formas infestivas (quistes), se 
adquieren al ingerir bebidas, alimentos o al introducir a la boca manos o fómites 
contaminados con heces de personas parasitadas con los quistes de èsta amiba, con 
sintomatología o sin ella (Romero 1993). Estos últimos son portadores, excretan quistes y 
son fuente de infestación (Petri et al. 1993). 
B A B 
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El quiste de E. histolytica entra por vía oral y sigue su trayecto por el sistema digestivo, 
hasta alojarse en el intestino donde se produce el trofozoíto. Esta etapa del protozoario 
posee su principal mecanismo de acción al generar la producción de enzimas como: 
mucinasa, hialuronidasa, ribonucleasa, desoxirribonucleasa, las cuales lisan la membrana 
celular, provocando una invasión en tejidos, órganos, aparatos y sistemas del hospedero 
(Fig. 3). 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 3. Ciclo de vida de Entamoeba histolytica. Se observa la invasión de trofozoítos en pulmón, 
cerebro, hígado. (1) Los quistes maduros tetranucleados son eliminados a través de las 
heces y (2) son ingeridos a través de agua o alimentos contaminados, (3) el 
desenquistamiento ocurre en el intestino delgado, (4) A partir de cada quiste emergen ocho 
trofozoítos metaquísticos, (5) a nivel de colon descendente ocurre el enquistamiento; (B) 
los trofozoítos que atraviesan la mucosa intestinal, (C) pueden diseminarse vía porta al 
hígado, pulmón o cerebro y ocasionar amebomas (Imagen tomada de www.dcd.gov). 
Quiste y trofozoíto en 
heces 
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E. histolytica se adhiere a las células del epitelio intestinal, el cual presenta descamación, 
lo que genera que las células se lisen y posteriormente la intervención de las enzimas 
líticas y el movimiento amebiano permiten la penetración e invasión del órgano (Leippe 
et al.  1994). 
 
Otro mecanismo causante de daño es la eritrofagia, en el cual el trofozoíto introduce 
eritrocitos que posteriormente son destruidos en el citoplasma amibiano. El tercer 
mecanismo de daño es el traumatismo directo tisular que ejercen los trofozoítos al golpear 
directa y constantemente los tejidos, separando unas células de otras (Romero 1993). 
 
El daño intestinal es más frecuente a nivel de ciego y recto sigmoides, ya que en estos 
sitios el tránsito intestinal es menor y con ello se concentra mayor número de trofozoítos, 
algunos de los cuales llegan a invadir las paredes (Petri et al.  1993).  Este parásito puede 
emigrar a zonas adyacentes del intestino y provocar una intensa reacción inflamatoria y 
dar lugar así a un ameboma (Pumarola et al.  1991). 
 
En los casos donde los trofozoítos entran a torrente circulatorio lo hacen a través del 
sistema portal, pudiendo llegar a cualquier parte del organismo, especialmente al hígado, 
dando lugar a una amibiasis extraintestinal. Al alcanzar el hígado, las amibas producen 
inicialmente una reacción inflamatoria con posterior necrosis tisular y formación de uno 
o varios abscesos. Otras formas de amibiasis extraintestinal suelen ser originados de 
abscesos hepáticos, los cuales se abren directamente al pulmón, pleura o pericardio, o por 
vía hemática al pulmón, cerebro, etc.  La amibiasis cutánea se presenta normalmente en 
las proximidades del ano debido a la propagación de los parásitos a partir de ulceras 
rectales (Pumarola et al.  1991). 
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6.1.2 Tratamiento  
 
Las medidas de prevención para la diseminación de la amibiasis van desde métodos 
tradicionales (uso de letrinas, higiene personal, calzado, agua potable, educación y 
saneamiento ambiental) los cuales son medidas que se han adoptado esporádicamente 
en países pobres y desarrollados; y el uso de drogas antimibianas que actúan contra 
los trofozoítos de   E. histolytica pero son incapaces de penetrar la pared de los quistes, 
la más utilizada es el metronidazol, pero también existen otros amebicidas; y pueden 
producir toxicidad, efectos secundarios indeseables y resistencias. 
 
El tratamiento de elección para la amibiasis es el metronidazol (Fig. 4), que se 
caracteriza por provocar muerte selectiva de procariotes y eucariotes. Además, se ha 
demostrado en algunos estudios con ratones que esta droga presenta actividad tanto 
mutagénica como carcinogénica (Samarawickream et al.  1997).  Sin embargo, esta 
droga presenta múltiples efectos secundarios indeseables en los humanos, por 
ejemplo: Reacciones gastrointestinales, reacciones alérgicas, reacciones del sistema 
nervioso, trastorno mentales, así como daños transitorios de la visión y hepatobiliares 
http://www.medizzine.com/pacientes/medicamentos/M/metronidazol_oral.php 
 
El metronidazol es parte de un listado de la Agencia Internacional para la 
Investigación sobre el cáncer como un potencial carcinógeno humano. Aunque se ha 
cuestionado la metodología de algunos de los ensayos clínicos, se ha demostrado la 
aparición de cáncer en animales de experimentación. 
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Fig. 4.  Estructura del metronidazol 
 
Se ha demostrado en estudios efectuados en ratones que el metronidazol es tanto 
mutagénico como carcinogénico (Legator et al.  1975). Por otro lado, un estudio 
realizado in vitro con leucocitos de ratón demostró que tinidazol a concentración 
de 100, 250 y 500 ȝg/mL se incrementa el porcentaje de células dañadas conforme 
aumenta la dosis; in vivo se pudo observar que una dosis de 100 mg/kg de peso es 
capaz de dañar el ADN de los leucocitos de ratón (Rodríguez et al.  2001). 
 
También existen otros amebicidas; y pueden producir toxicidad, efectos 
secundarios indeseables y resistencias, por lo que se ha dado a la búsqueda de 
tratamientos alternativos para combatir este parásito; La FAO y OMS han indicado 
con evidencia científica el potencial de los probióticos que proporcionan 
beneficios en la salud y son seguros para uso humano. 
 
6.2 Probióticos  
 
Por otra parte, la microflora intestinal o microbiota, se refiere a los diferentes 
microorganismos que habitan en las superficies internas y externas de los seres 
humanos convencionalmente sanos, de los cuales destacan las bacterias, hongos y 
protozoarios (Fig. 5). La alteración de la microbiota intestinal causada por las 
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 bacterias ácido lácticas (BAL) o denominados también como probióticos, influyen 
directa e indirectamente en el estado de salud por la producción de vitaminas y ácidos 
grasos de cadena corta, degradación de sustancias alimenticias no digeridas, 
estimulación de la respuesta inmune y protección frente a microorganismos 
enteropatógenos (Lee y Seppo 1995). 
 
 
Fig.5 Distribución de la microflora intestinal en el sistema digestivo. 
 
Todas las especies microbianas se encuentran en conflicto constante entre ellas, y el 
balance intestinal de la microflora depende de las condiciones intestinales.  Los 
microorganismos, que son seres vivos independientes, requieren de condiciones 
ambientales particulares para su supervivencia.   
 
Estos proliferan gracias al consumo de residuos alimenticios y a los fluidos secretados 
por los órganos digestivos.  Sin embargo, algunos de estos fluidos pueden actuar 
como factor inhibitorio para los microorganismos, dependiendo su secreción de las 
condiciones físicas y fisiológicas, y de la edad del individuo Penders J et al.  2006 
(Fig.6).  
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Es deseable que los microorganismos benéficos sean dominantes en la flora intestinal.  
Sin embargo, se debe notar, que al utilizar una terapia con antibiótico para eliminar 
los microorganismos patógenos, se está eliminando igualmente la flora intestinal, 
causando síntomas patológicos y enfermedades.  Por eso es esencial asegurar el 
desarrollo de los microorganismos benéficos y el bajo desarrollo de una flora 
patógena en el intestino, porque se acumula una serie de metabolitos tóxicos, los 
cuales son absorbidos y liberados a la circulación sanguínea, causando problemas de 
salud.  Este caso se puede igualar a la contaminación ambiental, llamándose 
"Contaminación ambiental interna". Los únicos microorganismos que no polucionan 
el ambiente interno son las Bifidobacterias y Lactobacilus acidophilus, consideradas 
como BAL (Penders et al.  2006). 
 
Se ha demostrado la eficiencia del uso de las BAL, las cuales son consideradas como 
probióticos para prevenir las infecciones intestinales, y aportar efectos benéficos para 
la salud y estimular el sistema inmunológico a nivel intestinal y ayudar a la buena 
digestión (Fig. 7). 
 
Fig. 6. Tasa de variación y crecimiento de microorganismos de la flora intestinal en función 
de la edad del hospedero. 
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6.2.1 Bacterias ácido-lácticas  
Las BAL se clasifican en los siguientes géneros, Lactobacillus, Leuconostoc, 
Streptococcus, Lactococcus, Pediococcus, Bifidobacterium y Carnobacterium 
(Schleifler 1993). Estas bacterias comprenden un número elevado de 
microorganismos Gram positivas, cuya característica principal es la producción de 
ácido láctico a partir de carbohidratos. Las BAL son anaerobias o aerotolereantes, 
no formadoras de esporas, catalasa negativa, no reductoras de nitratos, tolerantes a 
la presencia de CO2, nitritos y concentraciones altas de sal y valores de pH bajos 
(Salminen y Wright 1993). 
 
Una característica importante para la clasificación de las BAL es su patrón de 
fermentación. Éste se divide en homo y heterofermentativo de acuerdo con la ruta 
metabólica seguida y los productos finales formados. Las BAL homofermentativo 
producen ácido láctico a partir de azúcares de seis carbonos (glicólisis). A   
Fig.7 Acción benéfica producida por los probióticos en el intestino delgado, 
en presencia de microorganismos patógenos.  
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diferencia de éstas, las BAL heterofermentativas tienen la capacidad de utilizar 
diferentes rutas metabólicas y producen además de ácido láctico, compuesto como 
dióxido de carbono, ácido acético, acetaldheido, diacetilo y etanol por la ruta de la 
fosfocetolasa (Fig. 8) (Sharpe y Pettipher 1983).  
 
La colonización de probióticos en el intestino delgado de los humanos ha permitido 
que en algunos microorganismos patógenos se vea desfavorecida su reproducción 
en el interior intestinal, generando un fenómeno denominado antibiosis (Babel 
1977). Las primeras observaciones de antibiosis microbianas realizadas por Pasteur 
y Joubert 1877 permitieron vislumbrar las posibilidades terapéuticas de los 
fenómenos de antagonismo. Posteriormente, Rogers 1928 identificó una sustancia 
de naturaleza peptídica, llamada nisina, producida por Streptococcus lactis, que 
inhibía a microorganismos Gram positivos, incluyendo patógenos y alterantes de 
alimentos.  
 
 
 
 
 
 
Debido a que la cepa productora era utilizada como cultivo iniciador en la 
producción de derivados lácteos se plantearon nuevas aplicaciones, no sólo con     
Fig. 8. Rutas de fermentación de azúcares por bacterias ácido lácticas. Se observan las rutas 
homofermentativa(rojo) y heterofermentativa (azul), (Kandler, D. 1983). 
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fines terapéuticos del antagonismo microbiano. De hecho, la fermentación es una de 
las técnicas más antiguas utilizadas para aumentar el período de consumo de 
alimentos perecederos (Mckay y Baldwin 1990). 
 
El complejo sistema antagonista de las bacterias lácticas no sólo se basa en la 
producción de ácidos, sino que también participan activamente otros metabolitos 
inhibitorios, que, a pesar de ser sintetizados en menor cantidad, contribuyen 
significativamente a los fenómenos de antibiosis. Entre ellos se destacan la 
producción de peróxido de hidrógeno y otros derivados del metabolismo del O2 (O2-
,OH·), CO2, compuestos aromáticos (diacetilo, acetaldehído), ácidos orgánicos, 
derivados deshidratados del glicerol (reuterina), benzoato, enzimas bacteriolíticas, 
bacteriocinas y antibióticos (Tabla 2), así como otros compuestos inhibitorios por 
definir o sin identificar (Lindgren y Dobrogosz 1990; Piard et al.  1992). Por otro 
lado, la competencia por sustratos esenciales, la acumulación de D-aminoácidos, el 
descenso del potencial de óxido-reducción y la coagregación, también participan 
activamente en la acción inhibitoria (Vuyst y Dandamme 1994). 
La producción de ácidos orgánicos por las bacterias probióticas disminuye el pH 
intestinal y por lo tanto se inhibe el crecimiento de patógenos. Estos ácidos 
orgánicos incrementan los movimientos peristálticos, lo que de manera indirecta 
remueve los patógenos acelerando la velocidad con la que atraviesan el intestino. El 
peróxido de hidrógeno producido puede funcionar a través del sistema 
lactoperoxidasatiocianato, en el cual el peróxido de hidrógeno oxida el tiocianato 
para convertirlo en ácido hidrociánico que es perjudicial para los patógenos. El 
dióxido de carbono y el diacetil sintetizado por las bacterias ácido-lácticas inhiben 
el crecimiento de patógenos (Kailasapathy y Chin 2000) 
 
Ziauddin et al.  1993, reportaron en un estudio realizado in vitro, que el ácido láctico 
inhibe a algunas bacterias patógenas y bacterias relacionadas a la                                
descomposición  
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descomposición de los alimentos como Escherichia coli, Staphylococcus aureus, 
entre otros.  
 
Tabla 2 
Compuestos antimicrobianos de bajo peso molecular obtenidos a partir de  
bacterias ácido-lácticas. 
 
COMPUESTO 
MICROORGANISMOS 
PRODUCTORES 
MICROORGANISMOS SENSIBLES 
Ácido láctico Todas las BAL Todos los microorganismos 
Ácido acético BAL heterofermentativas Todos los microorganismos, 
dependientes del pH 
Alcoholes 
Levaduras, BAL 
heterfermentativas 
Todos los microorganismos 
Dióxido de carbono BAL heterformentativas La mayoría de los microorganismos 
Diacetilo Lactococcus sp. 
Levaduras, Bacterias Gram (-) a [> 200] 
ppm, bacterias Gram (+) a  [> 300 ] ppm 
Peróxido de 
hidrógeno 
Todas las BAL Todos los microorganismos 
Reuterina Lactobacillus reuteri 
Amplio espectro: Bacterias Gram (+), 
bacterias Gram (-), hongos 
Sidosporas 
Algunas bacterias 
anaerobias facultativas, 
Pseudomonas sp. 
Staphylococcus sp. 
Microorganismos dependientes de fierro 
Ácido mevalónico 
Ácido benzoico 
Lactona 
Metilhidantoina 
Lactobacillus plantarum 
Pantonea agglomerans 
Fusarium avenaceum 
 
La producción de peróxido de hidrógeno por BAL, tienen un efecto bactericida 
debido a que es altamente oxidante, provocando la peroxidación de los lípidos de la 
membrana celular y la destrucción de la estructura básica de proteínas celulares 
(Dahly et al.  1989). 
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El diacetilo es un producto de las BAL fermentadoras de citrato (Hugenholtz 1993) 
responsable del sabor y aroma a mantequilla. Es un compuesto que presenta un 
efecto antimicrobiano a concentraciones elevadas, principalmente inhibe a 
microorganismos Gram negativos, levaduras y hongos (Jay 1982). El mecanismo de 
inhibición está basado en la reacción del grupo α-α’-dicarbonilo de la molécula con 
la porción guanido del aminoácido arginina en enzimas microbianas 
desactivándolas debido a que bloquea o modifica su sitio activo (Lindgren y 
Dobrosgosz 1990).  La reuterina es un compuesto producido por Lactobacillus 
reuteri que se encuentra principalmente en el tracto gastrointestinal humano y en 
algunos productos cárnicos. Este compuesto presenta un amplio intervalo de 
inhibición, es activo contra microorganismos com Salmonella, Shigella, 
Clostridium, Staphylococcus, Listeria, Candida y algunos protozoarios como 
Trypanosoma. Actúa inhibiendo la enzima ribonucleótido reductasa, lo que puede 
explicar su amplio espectro de inhibición (Axelsson et al.  1989). 
 
6.2.2 Bacteriocinas 
Recientemente ha despertado interés otro grupo de compuestos producidos por 
algunas especies de BAL, las bacteriocinas. Las bacteriocinas son sustancias 
antimicrobianas producidas por BAL, de naturaleza peptídica y activas, 
relacionados taxonómicamente con la especie productora (Tagg et al.  1976).  
Se han definido como un “grupo heterogéneo de péptidos de síntesis ribosómica –
con o sin modificaciones posteriores-, que son secretadas extracelularmente y 
poseen un mecanismo de acción de antibiosis. Se describieron por primera vez en 
bacterias Gram negativas, en las que se describieron las colicinas producidas por 
Escherichia coli (Gratia 1925) y, posteriormente, en bacterias Gram positivas (Jacob 
et al.  1953; Tagg et al.  1976).  
 
Las BAL están consideradas como bacterias Gram positivas y su interés en los 
últimos quince años se ha centrado en la producción de bacteriocinas para el uso de 
conservadores naturales de alimentos, con el fin de aumentar la vida útil y         
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mejorar la calidad higiénica de los mismos. Así como también, se diferencian de los 
clásicos antibióticos en su estructura molecular, su naturaleza, el modo y espectro 
de acción, la ausencia de toxicidad y los mecanismos de resistencia inducidos 
(Cleveland et al.  2001).  
 
Las bacteriocinas se han encontrado en casi todas las especies bacterianas estudiadas 
hasta la fecha (Tabla 3) y se ha observado que dentro de una misma especie se 
pueden producir diferentes tipos de bacteriocinas, debido a esto existe una enorme 
diversidad de este tipo de substancias, González et al.  2003, ha considerado a las 
bacteriocinas como péptidos biológicamente activos que presentan efectos 
bactericidas.  
 
Tabla 3 
Microorganismos productores de bacteriocinas (González et al.  2003) 
BACTERIOCINAS MICROORGANISMOS PRODUCTORES 
Nisina Lactococcus lactis subsp. Lactis 
Pediocina PA-1 
Pediococcus acidilactici 
Lactobacillus plantarum WHE-92 
Pediocina JD Pediococcus acidilactici JD1-23 
Sakacina A Lactobacillus sake 706 
Sakacina P Lactobacillus sake LTH673 
Curvacina A Lactobacillus curvatus LTH1174 
Mesentericina Y105 Leuconostoc mesenteroides 
Plantaricina E/F Lactobacillus plantarum C11 
Lactococcina A  Lactococcus lactis subsp. Cremoris 
Lactococcina B Lactococcus lactis subsp. cremoris 9B4 
Lactacina F Lactobacillus jonsonii 
Divergicina Carnobacterium divergens LV13 
Helveticina Lactobacillus helveticus 
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De acuerdo a las características estructurales y biológicas de las bacteriocinas de las 
BAL, Klaenhammer 1993 estableció cuatro clases de bacteriocinas: 
  Clase I: Lantibióticos 
 
Péptidos pequeños (<5 kDa), termoestables y que se caracterizan por la presencia 
de aminoácidos no usuales en su composición. Éstos se generan 
postraduccionalmente por deshidratación de serina y treonina para dar 
dehidroalanina y dehidrobutirina, respectivamente 
 
Aunque estos precursores puedan formar parte de la estructura final del lantibiótico, 
en muchas ocasiones sufren una condensación con el grupo sulfhídrilo de las 
cisteínas presentes en la molécula, formándose puentes cisteína-S-cisteína 
(lantionina) o ácido aminobutírico-S-alanina (ß-metil lantionina) (Jung 1991). 
 
Se distinguen 2 tipos de lantibióticos: i) Tipo A, péptidos de 2164 a 3488 Da, de 
estructura terciaria tipo sacacorchos, anfipáticos y con 2 a 7 cargas positivas; ii) 
Tipo B, péptidos de estructura globular, con tamaños comprendidos entre 1959 y 
2041 Da, sin carga o cargados negativamente. Hasta el momento, no se han 
identificado lantibióticos de tipo B dentro de las bacterias lácticas.  
 
La nisina A,  fue el primer lantibiótico descrito en 1928,  y fue aislada a partir de las 
bacteria ácido láctica Lactococcus lactis subsp lactis  (Gross y Morell 1971). Es la 
bacteriocina mejor caracterizada y pertenece al tipo A es un péptido de 34 
aminoácidos y bajo peso molecular inferior a 5 KDa y es muy utilizada como 
conservador de alimentos y la única reconocida por la FDA con la categoría GRAS 
(Generally Recognized As Safe). Se produce de forma natural en algunos productos 
lácteos.  Dentro de este grupo se han descrito otros como la nisina Z (Mulders et al.  
1991), variante natural de la nisina A, la lacticina 481 (Piard et al.  1992) de L. lactis, 
la lactocina S (Mørtvedt et al.  1991) y la plantaricina C (González et al.  1994) 
sintetizadas por Lb. sake y Lb. plantarum, respectivamente,                                                  
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y por último, la carnocina UI49 producida por Carnobacterium piscicola (Stoffles 
et al.  1992). 
 
Los lantibióticos no son específicos de las bacterias lácticas, habiéndose descrito, 
entre otras, la subtilina de Bacillus subtilis (Gross et al.  1973), la epidermina de 
Staphylococcus epidermidis (Allgaier et al.  1985), la estreptococina A-FF22 de 
Streptococcus. pyogenes (Jack y Tagg, 1991) y salivaricina A producida por 
Streptococcus salivarius (Ross et al.  1993).  
 
  Clase II: Pequeños péptidos termoestables 
 
Péptidos (<15 kDa), estables al calor y que no contienen aminoácidos modificados 
en su estructura primaria. Junto con los lantibióticos es la clase más numerosa de 
bacteriocinas. Se caracterizan además porque tienen una señal de procesamiento del 
péptido líder común (-Gly-2-Gly-1). En función de homologías en su estructura 
primaria, espectro de inhibición y número de péptidos componentes pueden 
subdividirse en 4 subgrupos: 
 
-Clase IIa: péptidos activos frente a Listeria que comparten una secuencia 
consenso en la región NH
2
-terminal: -Tyr-Gly-Asn-Gly-Val-Xaa-Cys-. 
Tienen un papel importante en la capacidad de reconocimiento de la 
membrana de la célula blanco. Dentro de este grupo se encuentran: la 
pediocina PA-1/AcH de Pediococcus acidilactici y se utiliza como 
conservador en productos vegetales y cárnicos y se ha observado una elevada 
actividad contra especies de Listeria por lo que tiene un gran potencial para 
ser utilizado como conservador en alimentos lácteos (Nieto et al.  1992; 
Motlagh et al.  1994); las sakacinas A y P producidas por L. sake (Holck et 
al. 1992; Tichaczek et al.  1992);  algunas bacteriocinas sintetizadas por 
Leuconostoc spp. como la leucocina A                                                               
24 
 
(Hastings et al.  1991) y la mesentericina Y105 (Héchard et al. , 1992) y las 
carnobacteriocinas BM1 y B2 de C. piscicola LV17 (Quadri et al.  1994).  
 
-Clase IIb: estas bacteriocinas tienen una síntesis compleja cuya actividad 
biológica depende de la acción complementaria de dos péptidos distintos. 
Son formadores de complejos de poración y tienen actividad antimicrobiana 
cuando interactúan como un sistema de 2. En este grupo se incluyen la 
lactococina M (van Belkum et al.  1991a) y la lactococina G (Nissen et al.  
1992), producidas por cepas de L. lactis. Otros ejemplos son la lactacina F 
(Allison et al.  1994) y la plantaricina S (Jiménez, et al.  1995), sintetizadas 
por L. johnsonii y L. plantarum, respectivamente.  
 
-Clase IIc: este grupo tiene, hasta el momento, un único representante: la 
lactococina B (Venema et al.  1993). Su actividad biológica depende del 
estado reducido de un residuo de cisteína al igual que ocurre con ciertas 
toxinas tiol-activadas (Boulnois et al.  1991).  
 
-Clase IId: incluye todas aquellas bacteriocinas que no cumplen alguno de 
los requisitos exigidos en los grupos anteriores como, por citar algún 
ejemplo, la diplococina/lactococina A (Oxford 1944; Holo et al. 1991; van 
Belkum et al. 1991a) producidas por L. lactis, la carnobacteriocina A 
(Worobo et al. 1994) y la piscicolina 61 (Holck et al.  1994), ambas 
producidas por Carnobacterium piscicola, y la lactacina B (Barefoot y 
Klaenhammer 1983) sintetizada por Lb. acidophilus.  
  Clase III: Grandes proteínas termolábiles 
 
Proteínas de más de 15 kDa que están constituidas exclusivamente por aminoácidos 
no modificados y son sensibles al calor. La helveticina J (Joerger y Klaenhammer 
1986) es la principal representante de este grupo, en el que también                                                            
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se incluyen la acidofilucina A (Toba et al.  1991a), las lacticinas A y B (Toba et al. 
1991b) y la caseicina 80 (Rammelsberg et al. 1990). Todas ellas producidas por 
cepas de Lactobacillus spp.  
  Clase IV: Bacteriocinas complejas que contienen motivos lipídicos o 
carbohidratos.  
 
Presentan asociaciones a la porción peptídica, un componente glucídico o lipídico 
esencial para su actividad biológica. Como ejemplo de bacteriocinas con fracciones 
glucídicas podemos citar a la leucocina S (Lewus et al.  1992) y, de las que poseen 
lípidos, las lactostrepcinas (Kozak et al.  1978).  
 
El descubrimiento y caracterización de nuevas bacteriocinas ha hecho necesario 
modificar esta clasificación, especialmente la clase II (Cleveland et al.  2001; Nes 
et al.  1996; Franz et al.  1999; Van Belkum y Stiles 2000; Ross et al.  2002; Cotter 
et al.  2005). La Tabla 4 muestra la clasificación de bacteriocinas basada en las 
propuestas por Diep y Nes 2002 y Cotter et al.  2005.  
 
Actualmente se conoce la estructura primaria de numerosas bacteriocinas 
producidas por BAL, ya sea por secuenciación directa de los péptidos purificados o 
por traducción del correspondiente ADN. Aunque la mayoría de ellas están 
constituidas por aminoácidos biológicos, es de destacar la presencia de aminoácidos 
modificados en la forma activa de aquéllas que reciben el nombre genérico de 
lantibióticos. Incluso se ha identificado la presencia de D-alanina en la lactocina S, 
lantibiótico producido por Lb. sake (Skaugen et al. 1994). No obstante, 
independientemente de su composición, las bacteriocinas son péptidos catiónicos, 
con un punto isoeléctrico (pI) alto, que comparten un marcado carácter hidrofóbico.  
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Tabla 4 
Clasificación de bacteriocinas 
 
 
 
Clase Subclase Ejemplos 
 
 
 
Clase I:  
 
Lantibióticos 
Ia: Péptidos lineales catiónicos 
 
Nisina 
Epidermina 
Ib: Péptidos globulares sin carga o     
     con carga neta negativa 
 
Lacticina 3147 
Mersacidina 
 
 
 
 
Clase II:  
 
Bacteriocinas 
termoestables, no 
modificadas 
IIa: Bacteriocinas anti-listeria,     
      similares a pediocina 
 
Enterocina A 
Pediocina PA-1 
 
IIb: Bacteriocinas heterodimérica 
Lactacina F 
Lactococcina G 
Acidocina J1132 
 
IIc: Bacteriocinas sec-dependientes 
Bacteriocina 31 
Enterocina P 
Acidocina B 
 
IId: Bacteriocinas sin péptido líder 
EJ97 
Enterocina L50 
 
IIe: Bacteriocinas cíclicas 
AS-48 
Circularina A 
Gassericina A 
 
 
Clase III:  
Grandes proteínas 
termolábiles 
 
  
Helveticina J 
Enterolisina A 
Clasificación propuesta por Diep y Nes 2002 y Cotter et al.  2005.  
 
 
Las bacteriocinas se sintetizan en los ribosomas a partir de transcritos procedentes 
de la expresión del correspondiente gen estructural. Se traducen como prepéptidos 
inactivos con una extensión aminoterminal de 24 a 30 residuos en el caso de los  
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lantibióticos o más corta (18-24 residuos) en las bacteriocinas no lantibióticos, que 
se elimina en un proceso probablemente asociado a la exportación.  
 
Las secuencias líderes de las bacteriocinas no exhiben habitualmente las 
características propias de los péptidos señal involucrados en los procesos de 
secreción (von Heijne 1983). Como ya se ha indicado, las bacteriocinas de la clase 
II, algunos lantibióticos (lacticina 481, salivaricina A, estreptococina A-FF22) y la 
colicina V se caracterizan por la presencia de un residuo cargado positivamente tras 
la metionina inicial y la secuencia consenso de excisión -Gly
-2
-Gly
-1 (Håvarstein et 
al.  1994). El resto de los lantibióticos también presentan secuencias conservadas en 
la región de procesamiento: los residuos en las posiciones +2 y +1 son, 
generalmente, hidrofóbicos; en la posición -1 se sitúa un residuo polar o cargado 
positivamente precedido de una prolina y, por último, en la posición -4 se encuentra 
siempre un aminoácido hidrofóbico (Jung 1991).  
 
El péptido líder actúa como sistema protector manteniendo la bacteriocina inactiva 
en el interior de la célula productora. No obstante, al menos en el caso de la nisina, 
su presencia es necesaria para que ocurra una biosíntesis correcta siendo, 
probablemente, reconocido por las proteínas de modificación y transporte (van der 
Meer et al.  1994).  
 
La secreción de las bacteriocinas a través de la membrana citoplasmática se produce 
por la actividad de transportadores específicos de tipo ABC (Stoddard et al.  1992; 
Marugg et al.  1992; Fremaux et al.  1993). Estos complejos proteicos presentan dos 
dominios claramente diferenciados: i) un dominio de unión a ATP en el extremo 
carboxilo, donde se genera la energía necesaria para el transporte mediante la 
hidrólisis de ATP y, ii) una región hidrofóbica e integrada en la membrana en el 
extremo amino que reconoce y transporta el sustrato (Fath y Kolter, 1993).  
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Los transportadores ABC de las bacteriocinas de la clase II contienen, además, un 
dominio con actividad proteolítica en su región amino que reconoce específicamente 
la secuencia consenso Gly
-2
-Gly
-1 (Hávarstein et al. 1995). Por lo tanto, estos 
transportadores tienen una doble función: translocar la bacteriocina al exterior y 
actuar como peptidasas-específicas. En el caso de la nisina y otros lantibióticos, sus 
transportadores ABC (LanT) carecen de este dominio proteolítico. El péptido líder 
de la nisina se procesa extracelularmente por la acción de una proteasa específica 
(NisP) (Kupke y Götz 1996). Recientemente se han descrito bacteriocinas que se 
ajustan al modelo clásico de secreción de proteínas de modo que sus péptidos señal 
se procesan tras la secuencia consenso Ala
-2
-Xaa-Ala
-1
. Esto ocurre con la 
divergicina A (Worobo et al.  1995) y la acidocina B (Leer et al.  1995).  
 
 
Dentro de las bacteriocinas producidas por las bacterias lácticas se pueden distinguir 
2 grandes grupos a este respecto (Klaenhammer 1988): i) aquéllas que son activas 
frente a cepas o especies relacionadas (lactococinas A, B, M y G, lactacina B, 
helveticina J, etc.) y ii) las que inhiben a un rango mucho más amplio de 
microorganismos, entre los que se incluyen patógenos y alterantes de alimentos 
Gram positivos (nisina, pediocinas, lactacina F).  
 
Hasta la fecha no se ha descrito ninguna bacteriocina de bacterias lácticas activa 
frente a microorganismos Gram negativos, excepto en aquellos casos en los que la 
integridad de la membrana externa ha sido previamente dañada por tratamiento con 
agentes quelantes (EDTA) o por choque osmótico (Stevens et al.  1991).  
 
Los lantibióticos actúan sobre células vegetativas y también inhiben la germinación 
de esporas. En el primer caso, forman canales iónicos en la membrana plasmática; 
en el segundo, modifican los grupos sulfhidrilo presentes en la envoltura de la espora 
(Morris et al.  1984) actuando, probablemente, los residuos deshidratados como 
aceptores de los electrones. Estudios con péptidos mutantes de nisina y subtilina, en 
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los que la dehidroalanina en posición 5 había sido sustituida por alanina, han 
confirmado esta hipótesis, ya que pierden su actividad antimicrobiana frente a las 
esporas germinantes, pero no frente a las células en crecimiento activo (Hansen et 
al. 1991). 
 
Las bacteriocinas antimicrobianas se han clasificado de acuerdo con su estructura 
secundaria y también según sus estructuras anfipáticas. De acuerdo con su estructura 
secundaria, los péptidos antimicrobianos se clasifican en varios grupos (Epand y 
Vogel 1999; Toke 2005; Bulet et al.  2004; Kamysz et al.  2003; Lehrer y Ganz 
1999;  Hancock y Diamon 2000)  
  Péptidos lineales formadores de hélices anfipáticas o hidrófobas: son péptidos 
que presentan la estructura tipo hélices alfa (Fig. 9) anfípáticas al entrar en 
contacto con las membranas. Un ejemplo son las magaininas de Xenopus laevis 
(Zasloff 1987) o las cecropinas de insectos (Steiner 1982). 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 9. Diferentes representaciones de la estructura secundaria tipo hélice alfa.  
  Péptidos cíclicos y pequeñas proteínas que forman estructuras en lámina beta: 
se trata de péptidos que presentan una estructura en lámina beta antiparalela (Fig. 
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10). Este tipo estructuras se ven favorecidas en muchos casos por que los péptidos 
son cíclicos. La ciclación puede ocurrir por la formación de un puente disulfuro 
(protegrinas, Kokryakov et al. 1993), de tres o cuatro puentes disulfuro (α y β 
defensinas, Ganz y Lehrer 1998)  o por la circularización de la cadena peptídica 
(Gramicidina S, polimixina B, tirocidinas).  
 
 
 
 
 
 
 
 
  Péptidos con composición aminoacídica única o irregular: son péptidos que 
poseen una secuencia rica en algún aminoácido. Como ejemplos aparecen las 
histatinas, ricas en histidina (Brewer et al.  1998; Helmerhorst et al.  1999; Tsai y 
Bobek. 1998), las profeninas, ricas en prolinas (Harwig et al.  1995) y las 
indolicinas, ricas en triptófano (Selsted et al.  1992; Falla et al.  1996). El triptófano 
no suele ser muy abundante en las proteínas, pero es importante en la inserción de 
péptidos antimicrobianos en la membrana pro que tiende a situarse en la interfase 
hidrófila/hidrófoba de la bicapa lipídica y favorecen el anclaje de la cadena 
peptídica a las cabezas fosfolipídicas (Yau et al.  1998; Persson et al.  1998; 
Ladokhin et al.  1997; Schibli et al.  2002). 
  Lipopéptidos con un grupo amino-alcohol terminal: poseen una gran porción de 
ácido α-amino-isobutírico (Aib), que favorecen la formación de hélices 310 
(Monaco et al.  1998). Poseen además un 1,2-aminoalcohol en el extremo C-
  
Fig 10. Estructura secundaria tipo β-Tira plegada antiparalela. A) Se observa la unión de 
dos β-Tira plegada por puentes de hidrógeno coplanares y coaxiales, presentando una gran 
estabilidad. B) La unión de varias β-Tiras plegadas forman una lámina β u hoja β. 
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terminal y están acilados en el extremo N-terminal. Un ejemplo es la alameticina 
(Hancock y Lehrer 1998). 
  Péptidos macrocíclicos “anudados”μ son péptidos cíclicos de unos 30 
aminoácidos producidos por la familia de las Rubiaceae que poseen un motivo 
característico llamado “nudo de cistina”, consiste en que un puente disulfuro se 
abre paso a través de otros dos puentes disulfuro formados en la molécula. Este 
motivo aparece también en inhibidores de proteasas y en toxinas, y confiere una 
gran estabilidad a la molécula.  
 
La muerte celular mediada por péptidos antimicrobianos catiónicos ocurre en una 
serie de pasos, con independencia del tiempo requerido o la especificidad del 
mecanismo antmicrobiano (Brogden 2005) 
 
Atracción: el péptido catiónico se une mediante interacciones electrostáticas a la 
superficie de la membrana cargada negativamente (LPS en Gram negativas y 
ácidos teicoicos en Gram positivas) 
 
Adhesión: a baja relación péptido/lípido, los péptidos en hélice alfa, en lámina beta 
se adhieren y penetran entre las cabezas fosfolípidos en un estado inactivo que 
compacta la membrana. 
 
Inserción del péptido y permeabilización de la membrana: a bajas proporciones 
péptido/lípido, los péptidos se disponen paralelos a la membrana. Según aumenta 
la proporción, las moléculas se orientan perpendicularmente y se insertan en la 
membrana, formando poros.  
 
El blanco primario de acción de las bacteriocinas parece ser la membrana 
plasmática. Éstas alteran la permeabilidad selectiva de la membrana de las células 
32 
 
vegetativas sensibles, provocando la inmediata e inespecífica liberación de iones, 
compuestos de bajo peso molecular y algo más tarde del ATP intracelular.  
Estas alteraciones provocan la disipación completa o parcial de la fuerza protón 
motriz (PMF) ocasionando desórdenes metabólicos secundarios que, en último 
término, inhiben la generación de energía y la síntesis de macromoléculas, lo que 
supone la muerte celular (Monteville et al.  1995).  
 
La PMF es un gradiente electroquímico compuesto de un potencial de membrana 
(Δψ) y de un gradiente de pH (ΔpH), y es necesaria para llevar a cabo gran parte 
de los procesos dependientes de energía del metabolismo celular. El desarrollo de 
diferentes técnicas para estudiar por separado los dos componentes de la misma y 
los sistemas de membranas artificiales han permitido obtener algunas conclusiones 
sobre el modo de actuación de las bacteriocinas. Se ha observado que la nisina y 
otros lantibióticos necesitan un estado energizado de las células para ejercer su 
acción (Sahl 1991) mientras que otras, como la pediocina PA-1, leucocina S, 
lactacina F, plantaricina C y las lactococinas A y B (Bruno y Monteville 1993; 
González et al. 1996; van Belkum et al. 1991b; Venema et al. 1993), actúan 
independientemente de la existencia de una diferencia de potencial a ambos lados 
de la membrana.  
 
Por otro lado, los lantibióticos no requieren un receptor proteico específico ya que 
actúan sobre liposomas (Kordel et al. 1989). Sin embargo, algunas bacteriocinas 
sólo son activas frente a células enteras y/o vesículas derivadas de las mismas, por 
lo que sí parecen necesitar un receptor localizado en la membrana o en la pared 
celular (van Belkum et al. 1991b; Venema et al.  1993; Moll et al.  1996).  
 
La hipótesis más aceptada sobre cómo las bacteriocinas desestabilizan las 
membranas es que, en función de su carácter catiónico, éstas serían inicialmente 
atraídas electrostáticamente por la superficie celular (las bacteriocinas se adsorben 
inespecíficamente a células sensibles, resistentes y a las propias células 
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productoras). Posteriormente, por la presencia de un determinado potencial de 
membrana (lantibióticos) o por la interacción con un receptor específico o no, 
adoptarían una conformación tal que les permitiría agregarse entre sí formando 
aglomerados que se reordenarían para dar lugar a una especie de cilindro hueco 
(poro) que atravesaría la matriz membranal, manteniendo las zonas hidrofílicas 
hacia la parte interior del poro. A pesar de que no hay evidencia física de estos 
poros, los resultados de numerosos experimentos apoyan esta hipótesis frente a la 
desestabilización de la membrana mediante una acción de tipo detergente 
(Monteville et al. 1995). Además, las bacteriocinas pueden formar láminas ß y 
hélices α anfipáticas, motivos estructurales asociados a proteínas que interaccionan 
con la membrana plasmática y que abren poros en la misma (Ojcius y Young 
1991).  
 
En general, los poros son inespecíficos y permiten la salida de cualquier soluto 
intracitoplasmático, únicamente limitado por el tamaño. No obstante, en algunas 
ocasiones, como ocurre con la lactococina G, el poro generado es específico para 
iones K
+ (Moll et al. 1996).  
 
Por último, muchos autores han observado que las bacteriocinas pueden provocar 
la lisis celular en determinados cultivos sensibles (Pucci et al.  1988; Bhunia et al.  
1991; Motlagh et al.  1991; González et al.  1994).  
 
Se ha demostrado que la nisina activa las autolisinas de la pared, 
predominantemente en el área de formación del septo (Bierbaum y Sahl, 1991) y 
que la acción complementaria de las lactococinas A, B y M provoca la lisis celular 
en L. lactis, en contra de lo que ocurre con cada una por separado (Morgan et al.  
1995). Todo ello ha llevado a redefinir el concepto de bacteriocina como agentes 
antimicrobianos de naturaleza peptídica cuya síntesis no es letal para la célula 
productora (Konisky 1982).  
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Lo anterior ha permitido que entre los microorganismos ocurran interacciones 
competitivas, como un modo de establecerse y dominar su microambiente, tanto 
en el proceso de colonización de las membranas mucosas como en las infecciones 
clínicas. Algunas de estas interacciones son sinérgicas y otras son antagonistas, de 
manera que los organismos interfieren con el crecimiento de los otros y compiten 
por el espacio ecológico.  
 
La formación de poros se ha explicado mediante tres mecanismos (Fig. 11) que 
dependen de las características fisicoquímicas del péptido antimicrobiano y de la 
composición de la membrana (Ganz y Lehrer 1999; Chmiel 2001; Brogden 2005; 
Toke 2005; Kamysz et al.  2003). Estos mecanismos son:  Modelo en Barril  Modelo en Alfombra  Modelo Toroidal o en “agujeros de gusano” 
 
Modelo en barril: cuando dominan las interacciones hidrófobas, el péptido se 
inserta en la membrana perpendicularmente, formando un haz en la membrana a 
modo de barril con un lumen central, en el que la parte hidrófoba interaccionan 
con las cadenas de los fosfolípidos y la parte hidrófoba delimita el interior del poro 
(Yang et al.  2001; Ehrenstein y Lecar 1977). 
 
Modelo en alfombra: los péptidos se acumulan en la superficie de la bicapa 
mediante interacciones electrostáticas de los aminoácidos cargados positivamente 
con las cabezas aniónicas de los fosfolípidos. A altas concentraciones de péptido, 
se crea una tensión en la bicapa lipídica que lleva a su disgregación o ruptura, 
formánose micelas (Shai 1999; Ladokhin y White 2001). 
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                   A) 
                 B)             C) 
    Fig 11. Esquema de la formación de poros mediante diferentes mecanismos de acción propuestos 
para los péptidos antimicrobianos. A) Modelo en barril, B) Modelo en alfombra, C) Modelo 
toroidal. Las regiones en color rojo muestran la región hidrófila y en azul la región hidrófoba.  
 
Modelo toroidal o en “agujero de gusano”μ las hélices del péptido antimicrobiano 
se insertan en la membrana y para disminuir la curvatura causada por esta unión, 
los fosfolípidos se mueven continuamente desde una mitad de la membrana hacia 
la otra. Las cadenas peptídicas situadas en la membrana son empujadas a los 
lípidos, de modo que se forma un poro en cuya luz aparecen las cabezas de los 
fosfolípidos y las cadenas peptídicas. 
 
Las colicinas (Pugsley 1984b), bacteriocinas producidas por E. coli, han sido 
estudiadas en profundidad. Estas bacteriocinas se caracterizan no sólo por su 
naturaleza proteica y su acción bactericida restringida, en la mayor parte de los 
casos necesita receptores celulares específicos para ejercer su acción, 
habitualmente tienen codificación plasmídica y su biosíntesis está asociada a la 
muerte de la célula productora.  
 
La producción de bacteriocinas parece depender del crecimiento y actividad 
fisiológica de la cepa productora. De hecho, la mayoría de las bacteriocinas que se 
han estudiado hasta el momento presentan una cinética de metabolito primario y, 
en consecuencia, su producción está correlacionada con el aumento de la biomasa. 
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Por otro lado, el control del pH a lo largo de la fermentación puede resultar en 
títulos más altos de actividad (Vuyst y Dandamme 1994).  
 
En 1998 Anderssen E., mencionó que las plantaricinas E/F y J/K son bacteriocinas 
producidas por Lactobacillus plantarum que tienen una actividad antimicrobiana 
cuando interactúan como sistema de péptidos. Moll 1999, mencionó que los poros 
formados por complejos de poración E/F y J/K presentan diferente selectividad 
iónica; ya que la plantaricina E/F permiten el paso de cationes monovalentes en 
contraste con la plantaricina J/K para compuestos aniónios.   Se ha observado que 
además de tener propiedades contra otras especies estrechamente relacionadas, se 
ha encontrado que las bacteriocinas tienen una acción inhibitoria contra otras cepas 
muy distanciadas filogenéticamente de la cepa productora. 
 
 
 6.2.3 Antagonismo microbiano 
 
Bujalance et al.  2007 empleó Lactobacillus plantarum como inmunomodulador; 
estimulando significativamente a los esplenocitos en respuesta a la concavalina A 
y al mitógeno de las células T. En este trabajo se determinó el efecto de los 
concentrados proteicos derivados de Lactobacillus plantarum que ejercen sobre 
una línea leucémica humana (HL-60), como resultado las concentraciones 
superiores a los 50 µg/mL dan lugar a una reducción considerable de este 
parámetro, siendo superior al 95% cuando la concentración es de 100 µg/mL 
(Puertollano et al.  2005). 
 
Rayes et al.  2002, mencionan que los pacientes sometidos a cirugía abdominal 
(resección del hígado, estómago o páncreas) se beneficiaron con L. plantarum 299, 
en términos de un menor número de infecciones, antibióticos y de incidencia de 
otras complicaciones, así como de una estancia hospitalaria más corta. 
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La infección es la causa más común de enfermedad en la pancreatitis aguda, debido 
a la reducción temprana de la flora comensal (particularmente especies de 
lactobacilos) y al mismo tiempo, el sobrecrecimiento de Enterobacteriaceae 
especialmente Escherichia coli.  Mangiante et al. 2001, determinaron que 
Lactobacillus plantarum 299v reduce efectivamente la traslocación microbiana en 
experimentos de pancreatitis; por lo que estos investigadores hacen mención a que 
el tratamiento con probióticos muestra ser una prometedora alternativa a la terapia 
con antibióticos. 
 
Álvarez et al.  2001, estudiaron el efecto de la administración oral de Lactobacillus 
casei y del yogurt en la prevención de las infecciones por Pseudomonas 
auroginosa en ratones de tres semanas de edad. Los resultados mostraron un 
incremento significativo en los niveles de IgA e IgM. 
 
Algunos estudios informan que las bifidobacterias (cepa Bb12), los Lactobacillus 
casei y Lactobacillus plantarum reducen la duración o severidad de las 
enfermedades al igual que la longitud de la progresión rotaviral en las 
deposiciones. Asimismo, se ha demostrado que cuando se suministran L. casei, L. 
plantarum y Bifidobacterium (cepa Bb12) por un período extenso, se reduce la 
incidencia de diarreas agudas en grupos de alto riesgo como niños hospitalizados 
o niños pequeños que asisten a guarderías (Martin 2000).  
 
Isolauri et al.  1995, propusieron una bacterioterapia oral, usando Lactobacillus 
rhamnosus, para tratar la gastroenteritis viral. Posteriormente, Kaila et al. 1995, 
reportaron que Lactobacillus casei rhamnosus estimula la respuesta especifica de 
los anticuerpos IgA; Salminen et al. 1993, recalcaron la importancia de mantener 
una microflora intestinal equilibrada para preservar la integridad intestinal. Sato   
et al. 1998; divulgaron el aumento en la resistencia del paciente contra las 
infecciones de Listeria gracias a la administración de Lactobacillus casei. Las 
ventajas de estas bacterias también fueron reveladas por Perdigon et al. 1995, 
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quienes además descubrieron su importante papel protector en la prevención de 
infecciones entéricas produciendo un aumento en la secreción de anticuerpos IgA.  
Johansson et al. 1998, realizaron experimentos precisos examinando la capacidad 
de los lactobacilos de adherirse a las células intestinales. El trabajo de Coconnier 
et al.  1998, apoyó esta observación y fueron más lejos divulgando la inhibición 
de los procesos patógenos de los microbios que provocan la diarrea adhiriendo 
Lactobacillus acidophilus.  Esto es la prueba evidente de la capacidad de las 
bacterias probióticas de adherirse a las células intestinales humanas. 
 
Young y Huffmans 2003; Dunne 2001, encontraron que Lactobacillus plantarum 
y Lactobacillus rhamnosus GG inhiben la adherencia de Escherichia coli 
enteropatógena, eliminando patógenos de las células epiteliales del intestino por 
aumento de la mucina intestinal MUC- 2 y MUC- 3. 
 
Benyacoub et al. 2005 estudiaron la actividad biológica de Enterococcus faecium 
SF68 sobre Giardia intestinalis en infecciones intestinales en ratón. Observaron 
una respuesta inmunológica en los ratones, a nivel intestinal se incrementó IgA 
(inmonoglobulina A) y en sangre aumentaron los niveles de IgG. La respuesta 
humoral de las inmunoglobulinas se reflejó en los niveles celulares al 
incrementarse el porcentaje de CD4+ de células T en los bazos y en las placas de 
Peyer de los ratones.  
 
El número de trofozoítos de Giardia disminuyó en el intestino delgado y 
decrecieron los antígenos (proteína GSA65) fecales de Giardia. Los resultaron 
demostraron un fuerte potencial de la cepa SF68 para prevenir infecciones 
intestinales causadas por protozoarios.  
 
Casas 2006 demostró efectos inhibitorio de liofilizados de medios condicionados 
con Lactobacillus casei rhamnosus y Lactobacillus plantarum sobre cultivos 
axénicos in vitro de Entamoeba histolytica HM1-IMSS, al evaluar concentraciones 
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de 1, 10, 50 y 100 mg/mL de los liofilizados, no encontrando diferencia 
significativa en la inhibición sobre dicho parásito mostrada por las cuatro 
concentraciones evaluadas.  Barrón et al. 2005, reportaron que liofilizados de 
medios condicionados con Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei y 
Lactobacillus lactis inhiben el crecimiento de Entamoeba histolytica HM1:IMSS 
cultivada bajo condiciones axénicas in vitro. 
 
Draksler et al.  2007 reportaron que el uso de las cepas de Lactobacillus DDL19 y 
de Lactobacillus DDL48 sobre la interacción de diferentes géneros de nematodos, 
demostrando un efecto ovicida y/o sobre los primeros estadíos larvales de 
Trychostrongylus spp y Nematodirus spp. Por otro lado, Bifidobacterium DDBA 
demostró tener una acción larvicida sobre las larvas infestantes en el estadio 3, en 
donde las muestras de heces presentaban una carga parasitaria menor a 700 grados 
de infestación (h.p.g.). Los investigadores proponen que la acción de las tres 
bacterias lácticas se debe a la producción ácidos orgánicos u otros metabolitos que, 
en el caso de Lactobacillus DDL19 y de Lactobacillus DDL48, provocan daños a 
los huevos o a las primeras formas larvales, impidiendo que el ciclo continúe hacia 
larva infectiva, mientras que en el caso de Bifidobacterium DDBA el efecto 
larvicida se produciría principalmente sobre las L3 de Strongyloides papillosus 
con mayor vulnerabilidad por ausencia de cutícula protectora.  
 
Hugo et al.  2008 aplicaron cepas de Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis (cepa 
CIDCA 133) y Lactobacillus plantarum (cepa CIDCA 83114) para observar la 
actividad biológica sobre el crecimiento de Escherichia coli enterohemorragica 
(EHEC) in vitro. Las cepas estudiadas presentaron un efecto antagónico sobre 
EHEC por la modificación del microambiente o al activar la cascada de 
señalización por el patógeno. Los investigadores proponen el uso de cepas 
probióticas para la profilaxis y prevención de infecciones intestinales por EHEC.    
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Coconnier et al.  1998, examinaron la actividad antagonista de sobrenadantes de 
Lactobacillus acidophilus en contra de Helicobacter pylori in vitro e in vivo, ya 
que Lactobacillus acidophilus secreta sustancias antibacterianas y que son 
independientes de la producción de ácido láctico y del pH. 
 
La interferencia microbiana (IM) cumple una función principal en el 
mantenimiento de la flora normal de la piel y las membranas mucosas al evitar la 
invasión por potenciales patógenos exógenos. La IM es expresada por medio de 
diversos mecanismos que incluyen la producción de sustancias antagonistas, 
cambios en el microambiente bacteriano y reducción de los nutrientes. Sus 
mediadores incluyen la producción de materiales complejos tales como 
bacteriocinas, bacteriófagos o enzimas bacteriolíticas y moléculas menos 
complejas como peróxido de hidrógeno, ácido láctico, ácidos grasos y amonio 
(Madigan et al.  2004). 
 
Ha sido evaluado in vitro e in vivo el efecto benéfico de los probióticos en estados 
patológicos como diarreas, infecciones del sistema urinario, desórdenes 
inmunológicos, intolerancia a la lactosa, hipercolesterolemia, algunos tipos de 
cáncer y las alergias alimentarías, Sampson 1993;  Chandra y Kumari, 1994. 
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7. MATERIAL Y METODOLOGÍA  
 
7.1 Material biológico 
i) Protozoario parásito: Entamoeba histolytica HM1-IMSS 
ii) Probióticos:   Lactobacillus casei rhamnosus  Lactobacillus casei  Lactobacillus acidophilus   Lactobacillus plantarum                        
iii) Suero Bovino Estéril 
 
7.2 Preparación de soluciones   
  Ácido clorhídrico [0.1N].   Se tomaron 0.41 mL de HCL concentrado (12N) y se 
aforó hasta 50 mL con agua destilada. 
 Hidróxido de sodio [10N].Se disolvió 40g de Hidróxido de Sodio (NaOH) en 
100mL de agua destilada 
 Citrato férrico de amonio (CFA)  [1%]. Se disolvió 0.1g de citrato férrico de 
amonio en 10mL de agua destilada; y se mantuvo en refrigeración en un frasco 
ámbar a 4°C, hasta su empleo. 
 Solución de Penicilina – Estreptomicina 
Solución concentrada de penicilina: A un frasco ámpula de 1, 000,000 U de 
Penicilina G sódica cristalina, se le inyecto con aguja y jeringa estéril 5.0 mL de 
agua bidestilada-desionizada para disolver la penicilina. 
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Solución patrón de penicilina-estreptomicina: A un frasco ámpula de sulfato de 
estreptomicina, se añadió bajo condiciones de esterilidad, la solución 
concentrada de penicilina y se mezclaron. 
 
 Solución de trabajo de penicilina-estreptomicina (100X): Se transfirió 
asépticamente toda la solución patrón de penicilina- estreptomicina del frasco 
ámpula a una probeta estéril de 25mL y se aforo a 20mL con agua desionizada 
estéril. Se almaceno a 4°C en alícuotas de 5mL en tubos cónicos de 50mL que se 
cubrieron con papel aluminio. 
 Buffer tris 1,5 M pH= 8.8. Se pesó 181,65 g de tris base y se aforó con agua 
bidestilada hasta un volumen de 1 L. Posteriormente, se ajustó a pH= 8.8 con 
HCl. 
 Buffer tris 1,5 M pH= 6.8. Se pesaron 60.55 g de tris base y se aforó con agua 
bidestilada hasta un volumen de 1 l. Se ajusto a pH = 6.8 con HCl. 
 Persulfato de amonio (PSA 10%). Se pesaron 100 mg  de PSA y diluyó en un 
volumen final de 1 mL con agua tridestilada. Este reactivo en polvo es altamente 
hidrofílico, por lo tanto, es importante mantener el envase herméticamente 
cerrado. Esta preparación debe ser de 1 semana de antigüedad como máximo. 
 Solución de trabajo de azul brillante de Commassie R250. Se disolvió 0.025 g de 
azul brillante de Commassie R250 en 50 mL. de metanol, 50 mL. de acido acético 
y 45 mL. de agua destilada se generó la solución y se filtró a través de un papel 
Whatman número 1 para eliminar los residuos extraños. Antes de usar dejar en 
reposo por una día en un frasco oscuro. 
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 Solución de decoloración rápida. Se mezclaron 10 mL de ácido acético glacial 
con 50 mL de metanol. Se llevó la solución a un volumen de 100 mL con 40 mL 
de agua destilada. 
 SDS 10%.Se disolvieron 10g de SDS en 80 mL de agua bidestilada, una vez 
disuelto se ajustó a pH 7.2 con 10N de NaOH, finalmente se completó hasta 100 
mL con agua bidestilada. Posteriormente se calento a 68° c para disolver 
completamente el SDS. 
  Buffer de la muestra 4x para proteínas. Se mezclaron los siguientes reactivos. Se 
disolvió 2.5 mL de Tris 0.5M a pH 6.8, 2.5 mL de SDS al 10%, 2.5 mL de 2-
mercaptoetanol, 2.5 mL de glicerol y 1 mg de azul de bromofenol. 
  Buffer de electroforesis tris-glicina 10x para proteínas. Se mezcló 3.038 g de Tris 
Base, 14.01 g de glicina y 1 g de SDS, se aforó a 100 mL con agua bidestilada y 
se obtuvo un pH de 8.3 
  Solución de trabajo acrilamida/bisacrilamida al 30%. Se mezcló 29.2 g de 
acrilamida, 0.8 g de bisacrilamida y se disolvió con 100 mL de agua bidestilada, 
se filtró para remover las impurezas en papel Whatman número1 y se forró el 
recipiente con papel aluminio hasta su empleo. 
  Preparación de geles de empacamiento al 12%, los componentes se enlistan en la 
Tabla 5. 
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Tabla 5 
Composición del gel de poliacrilamida (12%) 
Reactivos Cantidades 
Componentes de la solución     10.00 mL  
Agua tridestilada esteril       4.06 mL 
Acrilamida/Bisacrilamida 30%       3.21 mL 
TRIS/HCL pH 8.8       2.50 mL 
SDS 10%    100.00 ȝL 
Persulfato de amonio 10%    50.00 ȝL 
TEMED    16.00 ȝL 
 
7.3 Métodos de trabajo para Entamoeba histolytica 
 
a) Preparación de medio de cultivo MPT para Entamoeba histolytica: Se preparó el 
medio MPT de acuerdo con Barrón et al.  2008 
 
b) Mantenimiento de la cepa HM1-IMSS de Entamoeba histolytica: La cepa se 
mantuvo mediante resiembras sucesivas, inoculando 2 x 104 trofozoítos/mL a un 
tubo de borosilicato para cultivo de 16 x 150 mm con tapón de rosca, que contenía 
10mL de caldo MPT adicionado con 0.1mL de solución penicilina–
estreptomicina y 1.0mL de suero bovino.  La cepa se incubo a 37°C por 72 horas. 
Antes de cada resiembra los cultivos se observaron en un microscopio invertido 
para comprobar el buen estado de las amibas. 
 
El cultivo que mostró la mejor densidad y el mejor aspecto se colocó en agua-
hielo por 20min.  Para despegar las células adheridas al tubo, este se agito 10 
veces por inversión suave, y el número de trofozoítos se determinó tomando una 
alícuota del cultivo, se colocó en una cámara de Neubauer (Fig. 7) y se contó el 
número de trofozoítos/mL. Las resiembras y bioensayos se realizaron                                       
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 cuando las células se encuentren en la mitad de su fase logarítmica de 
crecimiento. 
 
c) Cinética de crecimiento de E. histolytica HM1-IMSS: Se inocularon 21 tubos de 
borosilicato para cultivo de 13 x150 mm con medio 5 mL de MPT, 0.05mL de 
solución de penicilina-estreptomicina y 0.5mL de suero bovino y un inoculo de 1x 
104trofozoítos/mL. Se incubaron a 37°C y a partir del día 1 cada 24 h se determinó 
el número de trofozoítos/mL a tres tubos de cultivo hasta el séptimo día de 
incubación.  Se realizaron tres lecturas a cada tubo. El conteo de trofozoítos/mL 
se realizó en una cámara de Neubauer, como se observa en la figura 12 se presentan 
8 cuadrantes en la cámara y se cuenta en cada uno de ellos el número de trofozoítos 
y se realiza por triplicado. La sumatoria de trofozoítos se divide entre 24, 
obteniendo un promedio. El promedio se multiplicó por 10,000, obteniendo el 
número de trofozoítos/mL. 
cel/mL = (Σ cuadrantes) (10,000) 24 
 
Nota: Cada cámara de Neubauer presenta 8 cuadrantes y se leen 3 cámaras. Lo que 
da un resultado de 24. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
A) B) 
Fig. 12 Cámara de Neubauer. A)  Se observa en color café los sitios donde se coloca la 
muestra para el conteo de de Entamoeba histolytica. B) Se indican con la letra 
“L” los cuatro cuadrantes que se usaron para contar trofozóitos de Entamoeba 
histolytica (en total 8 cuadrantes, 4 superior y 4 inferior). 
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7.4 Métodos de trabajo para Lactobacillus sp. 
a) Mantenimiento probióticos: Cada cultivo de L. casei, L.c.rhamnosus,                        
L. acidophilus y L. plantarum se mantuvo en refrigeración a 4°C en MPT-caldo 
para probióticos (Barrón  y Quiñones 2018), se activó tomando 50µL y se 
inocularon en 5mL de caldo MPT-caldo para probióticos, y se incubó por 24 - 48 
h a 37°C.   
b) Cinéticas de crecimiento de probióticos por el método de turbidimetría. Se 
dispusieron de nueve tubos con tapón de rosca que contenían 5mL de MPT-caldo, 
y frente al mechero, se inocularon con 50 ȝL de cultivo de L. casei, 
L.c.rhamnosus, L. acidophilus o L. plantarum, ajustando la absorbancia a 0.1, 
posteriormente se incubaron en un baño de agua a 37°C y cada hora se realizaron 
las lecturas de absorbancia empleando un espectrofotómetro (Spectronic 
Genesis) a una longitud de onda de 635nm se registraron y se graficaron cada 
lectura.   
c)   Determinación de la óptima fuente de carbono para probióticos. Se dispuso de 
nueve tubos con tapón de rosca los cuales contenían 5mL de MPT-caldo al cual 
le fue sustituida la glucosa por alguno de estos azucares: sacarosa o fructosa o 
lactosa a las dosis de 0.1, 1.0, 3.0, 5.0 y 10g/L y frente al mechero, se inocularon 
con una asada de cultivo de L. casei, L.c.rhamnosus, L. acidophilus o L. 
plantarum, se ajustó la absorbancia a 0.1, posteriormente se incubaron en un baño 
de agua a 37°C y cada hora se realizaron las lecturas de absorbancia y se empleó 
un espectrofotómetro (Spectronic Genesis) a una longitud de onda de 635nm 
durante un lapso de 24h, se registró y grafico cada lectura.  Conforme a las 
gráficas obtenidas se selecciono la concentración que proporcione el mayor 
rendimiento celular. 
 
d) Obtención del Medio condicionado de Lactobacillus sp. (MCL).  A partir de la 
cepa reactivada previamente del probiótico se tomó una asada y se agregó un 
inoculó al 10% en 1 L de medio MPT-caldo, se incubó a 37°C por 48 h, se 
centrifugó 3 veces a 2,500 rpm/20 min, enseguida se separó el precipitado y el 
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sobrenadante se recuperó, este material recuperado se esterilizó por filtración 
utilizando filtros millipore de 0.22 µm. Posteriormente, se realizó una prueba de 
esterilidad, se tomó una alícuota y se agregó en MPT-caldo, incubándolo a 37°C 
por 24h. El sobrenadante esterilizado por filtración se almacenó a 4ºC. 
 
e) Detección residual de carbohidratos mediante la Prueba de Molish a los MCL: 
Para realizar la prueba de Molish, se tomaron 20 gotas de cada uno de los medios 
condicionados de Lactobacillus sp. y se agregaron a un tubo de borosilicato de 
13x100 mm. Posteriormente, se adicionaron 4 gotas del reactivo Molish y se 
mezcló vigorosamente. Los tubos se colocaron en una gradilla de manera inclinada 
y se añadió cuidadosamente 1 mL de ácido sulfúrico concentrado. Los tubos no se 
deben agitar y se dejaron reposar de manera vertical, hasta la formación de un 
anillo en la interfase.  
 
 
7.5 Bioensayos 
 
Evaluación del medio condicionado con Lactobacillus sp. (MCL) sobre el 
crecimiento axénico in vitro  de Entamoeba histolytica: Se despegaron las células de 
E. histolytica del vidrio, colocando el tubo fuente de inoculo en agua-hielo durante 
20 min, se inocularon 10000 trofozoítos/mL de Entamoeba histolytica  en 30 tubos 
de  13x150 mL los cuales contenían 5 mL del medio MPT, 0.5 mL de suero bovino, 
0.05 mL de solución penicilina-estreptomicina y se agregó cada una de las 
concentraciones a evaluar de los medios condicionados de Lactobacillus casei 
(MCLc), Lactobacillus casei rhamnosus (MCLcr), Lactobacillus acidophilus 
(MCLa), Lactobacillus plantarum (MCLp), se incubaron a 37°C durante 72 h.  
Posteriormente se colocaron en agua hielo al congelador por 20 min, enseguida se 
determinaron en tres eventos independientes por triplicado el número de 
trofozoítos/mL empleando una cámara de Neubauer. Se graficaron y se analizaron los 
resultados.  
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7.6 Diseño estadístico:  
 
El potencial de interferencia microbiana sobre el crecimiento axénico in vitro  de 
MCLc, MCLcr, MCLa y MCLp se evaluó sobre el crecimiento de  Entamaoeba 
histolytica, usando un diseño factorial de 4*4*5*5*2 con tres repeticiones. Se valoró 
el rendimiento celular de cuatro cepas de Lactobacillus sp. en presencia de cuatro 
variables de fuentes de carbono (glucosa, sacarosa, fructosa y lactosa) evaluando las 
dosis de 0.1, 1.0, 10, 50 y 70% de cada sustrato. Con el procedimiento anterior se 
obtuvo el porcentaje de inhibición del crecimiento axénico in vitro de  Entamoeba 
histolytica (interferencia microbiana) del medio condicionado con Lactobacillus 
casei, Lactobacillus casei rhamnosus, Lactobacillus acidophilus y Lactobacillus 
plantarum. 
 
Los datos se analizaron mediante análisis de varianza (ANOVA) para tres factores 
con efectos fijos. Las diferencias entre los pares de medias de las variables que 
mostraron diferencias significativas se analizaron mediante la prueba de diferencia 
significativa de Tukey. El diseño se analizó con un nivel de confianza del 95%. 
 
7.7Proteínas de MCL 
a) Determinación cualitativa de proteínas mediante la prueba de Biuret: A los medios 
condicionados obtenidos de cada cepa de Lactobacillus sp. se les realizó la prueba 
de Biuret, para detectar la presencia o ausencia de proteínas por un método 
cualitativo.  
     Se agregaron 10 gotas de cada medio condicionado en una placa de porcelana con 
pocillos y se adicionaron 3 gotas del reactivo de Biuret, considerando una prueba 
positiva, presencia de proteínas,  se observa un vire al de color violeta y la  reacción 
es considerada negativa cuando el color permanece azul. 
 
b) Curva de calibración de proteínas por el método de Bradford: Se prepararon 
soluciones stock de albúmina sérica bovina a concentraciones de 0.0, 0.1, 0.25, 
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0.5, 0.75 y 1.00 mg/mL. Además, la solución de Bradford utilizada es de la casa 
comercializadora BioRad, del cual se tomó 20 mL y se mezcló con 80 mL de agua 
bidestilada. La solución se filtró con un papel Whatman No. 1 y el filtrado se 
guardó en un frasco ámbar. De la solución madre se tomó 100 µL y se adicionaron 
a un tubo de borosilicato de 13x100. Posteriormente, se adicionó       1 mL de la 
solución de Bradford y se homogenizó en un vortex por 15 segundos. Los 
estándares se dejaron reposar por 10 minutos, para permitir la formación del 
complejo colorido y pasado este tiempo, se realizó la lectura en un 
espectrofotómetro Spectronic Génesis 5, con una longitud de onda de 595 nm, 
usando celdas rectangulares desechables de poliestireno con capacidad de 1.5 mL 
de la marca Daigger. Para cada estándar se realizaron 5 repeticiones. 
 
c) Cuantificación de proteínas por el método de Bradford en los medios 
condicionados de Lactobacillus sp. De cada uno de los MCLc, MCLcr, MCLp y 
MCLa se tomaron 100 µL y se depositaron en un tubo de borosilicato de 13x100 
y se les adicionó 1 mL de la solución de Bradford diluido (1:5), se mezclaron por 
segundos y se dejó reposar por 10 minutos y la lectura se realizó a una Ȝ=595 nm 
en un espectrofotómetro Spectronic Génesis 5. En el procedimiento se sometió un 
control positivo (0.5mg/mL), para verificar el procedimiento y la habilidad del 
técnico. Para cada uno de los medios se realizaron 5 repeticiones. 
 
d) El contenido de nitrógeno de los medios condicionados de Lacobacillus sp se 
realizó por la norma oficial NMX-F-608-NORMEX-2002. 
 
e) Termo-resistencia de proteínas: Se tomaron 200 mL del medio condicionado de 
La y se sometieron a baño maría por un tiempo de 60 minutos a 80 ºC. Durante el 
período de calentamiento, se realizaron movimientos circulares del matraz que 
contenía el MC, para permitir que el calor se difundiera de manera homogénea. 
Terminado el tiempo de calentamiento del MCLa, se dejó enfriar a temperatura 
ambiente y posteriormente, se realizaron los bioensayos adicionando a cada tubo 
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las siguientes concentraciones: 1.0, 0.5 y 0.1 mL del MC termotratado, cada tubo 
contenía 5 mL del medio MPT, 1.0 mL de amibas, 0.55 mL de suero antibiótico. 
Después de 7 días de incubación se realizó el conteo de células/mL. 
 
f) Cuantificación de proteínas mediante el programa para detección de proteínas del 
equipo Nanodrop: La cuantificación se realiza en un NANO DROP 2000 por 
triplicado y se realizó un promedio con el fin de reducir cualquier error que se 
pueda haber producido en la lectura. Se tomó 1µL del medio condicionado con 
ayuda de una micropipeta y se colocó directamente sobre el pedestal. 
Posteriormente, el brazo del aparato fue movido para cerrar, para permitir la 
formación de una columna entre la muestra y el brazo. El aparato desplegó la 
lectura en la pantalla y se registró en la bitácora. Se limpió el pedestal y repitió el 
procedimiento.  
 
f) Obtención de proteínas de los medios condicionados por el método de 
precipitación con (NH4)2SO4 al 80% de saturación: Se tomaron 250 mL de  cada 
uno de los medios condicionados de L. casei, L.c. rhamnosus,    L. acidophilus  y  
L. plantarum, y  se agregaron 140.26 g sulfato de amonio ((NH4)2SO4) para tener 
una saturación del 80%. El procedimiento se realizó en un baño con hielo y se dejó 
en agitación por 24 horas a 4ºC. Posteriormente, el contenido de los matraz se 
dosificó en tubos cónicos con capacidad 50 mL, éstos se llevaron a una centrifuga 
marca eppendorf y fueron centrifugados a 11,000 r.p.m por 30 minutos. Por 
decantación se eliminó el sobrenadante y el precipitado de proteínas con sulfato 
de amonio se resuspendió en buffer de fosfatos 0.1 M a un pH 7.2.  Además, se 
realizó una diálisis para cada uno de los precipitados de L. casei, L.c. rhamnosus, 
L. acidophilus y  L. plantarum usando 10 cm de longitud de la membrana 
(spectrapor® membrane tubing por*2 Cat.D1614-11), se humedeció con agua 
destilada y por un extremo se  ató. En el interior del tubo se agregaron 5 mL de la 
solución de proteína resuspendida y en el otro extremo se ligó, para evitar la salida 
de las proteínas. Posteriormente, la membrana de diálisis se introdujo en un matraz 
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erlenmeyer de 500 mL que contenía agua bidestilada y se dejó en agitación por 24, 
con cambios de agua bidestilada cada 6 h. Terminada la diálisis, se extrajo la 
membrana del interior del matraz y el contenido se adicionó a un tubo cónico de 
15 mL y se guardó para su posterior uso en los bioensayos. Al dializado se le 
realizó la prueba de Biuret, antes descrito.  
 
h) Caracterización de proteínas por la técnica de electroforesis de Laemmli 1970. 
 Preparación de geles de poliacrilamida: Se realizó la electroforesis de 
proteínas al medio condicionado con sacarosa al 0.5% de Lactobacillus 
acidophilus, control de glucosa al 2% de Lactobacillus acidophilus y el medio 
sin crecimiento de bacterias, después de la precipitación de las biomoléculas 
con (NH4)2SO4 al 80% de saturación en un sistema discontinuo 
desnaturalizante. Este sistema está conformado por dos geles de 
poliacrilamida: el gel concentrador y el gel separador, que presentan diferente 
concentración, composición y pH.  
 Preparación del gel separador: Se preparó un volumen de 9.936 mL para la 
fase separadora del gel. En un vaso de precipitado de 20 mL se adicionaron 
4.06 mL de agua tridestilada estéril, 3.21 mL de un solución stock de 
acrilamida/bisacrilamida al 30% de la casa comercial de Bio Rad, 2.5 mL de 
Tris en HCl con un pH de 8.8, 0.1 mL de SDS al 10%, las sustancias fueron 
mezcladas para homogenizarse, posteriormente se agregó 0.05 mL de PSA al 
10% y 0.016 mL de TEMED, se mezcló y la mezcla se agregó con una jeringa 
de 3 mL, entre las placas de vidrios previamente montados. Se marcó el límite 
hasta donde la matriz de acrilamida fue vertida, se trazó una línea horizontal 
en el vidrio con un marcador indeleble. Para saber la ubicación exacta de la 
línea, se colocó el peine entre ambos vidrios y se midió entre uno y cinco 
centímetros (dependiendo del tamaño de la cámara) por debajo de los dientes 
del peine. 
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Se dejó polimerizar a temperatura ambiente por 15 a 30 minutos, usando como 
control de polimerización la solución de poliacrilamida remanente.  Una vez 
formado el gel, se lavó la parte superior del gel varias veces con agua destilada 
hasta eliminar completamente los restos de acrilamida no polimerizada. 
 
 Preparación del gel concentrador: Se mezclaron 6.1 mL de agua tridestilada estéril, 
1.3 mL de una solución stock de acrilamida/bisacrilamida al 30% de la casa 
comercial de Bio Rad, 2.5 mL TRIS en HCl con un pH de 6.8, 0.1 mL de SDS al 
10%, las soluciones se mezclaron en un vaso de precipitados de 20 mL, para 
homogenizar la mezcla. Posteriormente se adicionaron los catalizadores, 0.050 mL 
de PSA al 10% y 0.016 mL de TEMED, se homogenizó y se vertieron entre las 
placas de vidrio con una jeringa de 3 mL, agregándolo arriba del gel separador. 
Inmediatamente después, se colocó el peine entre ambos vidrios secando con papel 
toalla los restos de poliacrilamida que lleguen a derramarse.  Se dejó polimerizar 
la poliacrilamida a temperatura ambiente por 15 a 30 min usando como control de 
la polimerización la solución de poliacrilamida que quedó remanente en el vaso.  
Una vez formado el gel, se retiró el peine cuidadosamente y se lavaron todos los 
pocillos ya formados con chorro suave de agua destilada. 
 Coloración y visualización de las bandas de proteínas empleando azul brillante de 
Azul de Coomasie R-250. Terminado el tiempo de corrimiento, el gel de 
poliacrilamida se colocó en un recipiente de plástico de 15x15x5 cm y se agregó 
una solución de azul brillante de Coomasie en un volumen que cubrió 
completamente el gel. Se dejó incubar por 15-20 minutos en un aparato orbital 
para generar movimientos rotatorios.  
 Decoloración del gel de poliacriamida: El gel de poliacrilamida teñido se colocó 
en un recipiente de plástico de 15x15x5 cm y se adicionó una solución preparada 
al 7% metanol y 5% ácido acético, en un volumen que cubrió completamente el 
gel. Se dejó incubar por 30 minutos en un aparato orbital para generar movimientos 
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rotatorios. Pasado el tiempo de incubación, la solución se eliminó y se adicionó la 
misma cantidad de volumen para apreciar las bandas proteicas. Posteriormente, el 
gel se dejó incubar por 12 horas con movimientos circulares constantes y se 
observó en un transiluminador (Transilluminator 3uVP KodaK Edas 290), que 
permitió la toma de la fotografía y el análisis se realizó con el programa 
computacional Kodak 1D Image Analysis Software. 
7.8 Ácidos grasos de MC 
a) El contenido de ácidos grasos presentes en los medios condicionados de cada cepa 
se realizó en un laboratorio con acreditación EMA (Entidad Mexicana de 
Acreditación) de acuerdo con la NOM-086-SSA1-1994. 
b) Prueba de Insaturaciones: Se tomó 1 mL de los MCLa, MCLcr, MCLp y MCLc y 
se agregó a un tubo de borosilicato de 13x100, posteriormente se le adicionó 1 mL 
de agua, se agitó la mezcla para homogenizarla, pasado el proceso, se añadieron 
3 gotas del KMnO4 al 2%. La prueba se consideró positiva si en menos de 1 min 
se observa un precipitado de color café (VER Tabla 6). 
 
7.9 Bioensayos 
 Proteínas totales precipitadas con (NH4)2SO4 al 80% de Saturación sobre el 
crecimiento de Entamoeba histolytica. Se cuantificó la cantidad de proteína 
precipitada, (presente en 200 mL de medio condicionado de las cepas de L. casei, 
L.c. rhamnosus, L. acidophilus y  L. plantarum,) tanto para la fuente de carbono 
seleccionada, así como, para el control de glucosa al 2%. Se usaron 0.3 gramos de 
proteína precipitada y se disolvieron en 1 mL de MPT, para una solución stock al 
30%. De la solución stock se tomó 0.330 mL que se adicionaron a un tubo de 
borosilicato de 13x100 que contenía 5 mL de medio MPT, 0.55 mL suero-
antibiótico, los tubos del bioensayo se incubaron por 72h a 37°C. Posteriormente 
se realizó el conteo de las células empleando una cámara de Neubauer.  
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Diagrama de Flujo de la parte experimental (Diseño propio) 
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Tabla 6 
Relación de análisis realizados al MCL 
 L a c t o b a c i l l u s   c a s e i* 
Control Sacarosa Lactosa Fructosa 
 0.1
% 
1
% 
10
% 
0.1
% 
1
% 
10
% 
0.1
% 
1
% 
10
% 
IA de 
MCL 
IA del MC sobre        
E. histolytica * * * * * * * * * * 
 
 
 
 
 
Proteínas 
Biuret * * * * * * * * * * 
Bradford * * * * * * * * * * 
NMX-F-608 -
NORMEX-2002 * * * * * * * * * * 
precipitación con 
(NH4)2SO4 al 
80% de 
saturación 
* * * * * * * * * * 
Nanodrop * * * * * * * * * * 
Termoresistencia * * * * * * * * * * 
IA del MC sobre        
E. histolytica * * * * * * * * * * 
Caracterización * * * * * * * * * * 
Ácidos 
grasos 
Pruebas coloridas * * * * * * * * * * 
NOM-086-SSA1-
1994 * * * * * * * * * * 
 
Acidez 
El Índice de acidez 
total por la 
técnica de la 
AOAC 
* * * * * * * * * * 
por potenciómetro * * * * * * * * * * 
 
Carbohidr
atos 
residuales 
 
Prueba de Molish * * * * * * * * * * 
IA: Interferencia amibiana 
*L. acidophilus o L. casei rhamnosus o L. plantarum. 
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8. R E S U L T A D O S 
8.1 Probióticos  
a) Cinética de crecimiento de bacterias àcido lácticas: En este estudio se trabajaron 
cuatro cepas del género Lactobacillus: Lactobacillus casei (Lc), Lactobacillus 
acidophilus (La), Lactobacillus plantarum (Lp) y Lactobacillus casei rhamnosus 
(Lcr), consideradas bacterias ácido-lácticas (BAL). Se realizaron cinéticas de 
crecimiento de las BAL en: lactosa, sacarosa y fructosa, observando el crecimiento 
celular y se identificaron las fases de cada cinética. 
          Lactobacillus casei 
La figura 13  muestra la cinética de crecimiento de Lactobacilus casei,  la cual se 
realizó por un tiempo de 15 horas; posterior a este tiempo, se observa que en el 
medio enriquecido con fructosa al 1.0, 2.0%; lactosa 0.1% y glucosa 2.0% se 
presenta la fase estacionaria, así como también en lactosa 2.0%, fructosa 0.5%, 
sacarosa 0.5, 1.0 y 2.0%, pero esta etapa se presenta en menos de 11 horas. 
Lactobacillus casei en las fuentes de carbono con sacarosa y fructosa al 0.1% y 
lactosa al 0.5 y 1.0% presentó la fase de muerte. La cepa exhibe un mayor 
rendimiento en el medio MPT adicionado con sacarosa al 2.0%, al obtener 1.7037 
de absorbancia, a las 9 h de incubación. En el control, medio MPT con Glucosa al 
2.0%, a las 9 horas de incubación, se presentó una absorbancia de 1.4218, 
generando menor rendimiento celular.  
 
Los resultados que se muestran en la figura 14, son las absorbancias obtenidas a 
las nueve horas de incubación de las fuentes de carbono evaluadas y sus 
concentraciones, demostrando que L. casei tiene facilidad para consumir sacarosa, 
exhibiendo una diferencia significativa con respecto a fructosa y lactosa.  
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Fig.13 Cinética de crecimiento de Lactobacillus casei con diferentes fuentes de carbono y differetnes concentraciones (n=·3), tomando 
como referencia glucosa 2% (control). 
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En la figura 15 se presenta el análisis del rendimiento celular de L. casei en glucosa 
y sacarosa al 2% a las nueve horas, debido a que es donde se adquiere el mayor 
rendimiento en ambos azucares, observando que existe diferencia significativa con 
p=0.5%, entre el control y la fuente de carbono elegida. 
 
Lactobacillus plantarum 
La cinética de L. plantarum se realizó por un tiempo de 11 horas, observando que 
después de las 8 horas, en algunos tratamientos presentaba la fase estacionaria, 
como: lactosa 0.1, 0.5, 1.0%; sacarosa 0.5, 1.0, 2.0%; fructosa 2.0% y glucosa 
2.0%. En el ensayo de lactosa al 2.0% la fase de muerte se observó a las 6 horas, 
así como, sacarosa 0.1%, fructosa 0.1, 0.5 y 1.0%. Estos resultados se muestran en 
la figura 16. 
 
 
Fig. 14. Comparación del crecimiento de L. casei a las 9 h de incubación, de las 4 
fuentes de carbono.  
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En la figura 17 se muestran las absorbancias obtenidas al incubar a                                     
L. plantarum en las cuatro fuentes de carbono a las 9 horas de incubación, debido a 
que la cepa en glucosa al 2% muestra a este tiempo el mayor crecimiento celular. Se 
observa gráficamente que no existe diferencia significativa entre sacarosa al 1.0% y 
lactosa 0.1%, pero esta última registra el uso de menor cantidad de azúcar que 
sacarosa.   
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Fig. 15. Comparación del crecimiento en el cultivo de L. casei en presencia de sacarosa 
y glucosa al 2%. 
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Fig. 16 Cinética de crecimiento de Lactobacillus plantarum, con diferentes fuentes de carbono y diferentes concentraciones (n=3), 
tomando como referencia glucosa 2% (control). 
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En la curva de crecimiento de  L. plantarum a las 10 h se observa mayor absorbancia 
en presencia de sacarosa 1.0 y 2.0%, determinando un rendimiento celular de 
1.57314 y 1.71386 respectivamente, pero esta BAL desarrolló mayor rendimiento 
celular en lactosa 0.1%, al estimar una absorbancia de 1.73640 a las 9 horas de 
incubación. En glucosa al 2.0%, se presentó una absorbancia 1.49800, a las 9 horas 
de incubación y al termino del ensayo, no exhibió mayor crecimiento celular (Fig. 
18). 
 
 
 
 
Fig. 17. Comparación del crecimiento de L. plantarum a las 9 horas de incubación, de 
las 4 fuentes de carbono.  
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Lactobacillus acidophilus  
 
Lactobacillus acidophilus 
 
Se incubó por un período de 13 h. En todos los tratamientos de las fuentes de 
carbono se observó la fase estacionaria, aproximadamente a las 7 h. de incubación. 
En ningún tratamiento se exhibe la fase de muerte. Los datos se muestran en la figura 
19.  
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 18. Comparación del crecimiento de L. plantarum  en presencia de lactosa 0.1% 
y glucosa al 2%. 
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Fig.19 Cinética de crecimiento de Lactobacillus acidophilus, con diferentes fuentes de carbono y diferentes concentraciones (n=3), 
tomando como referencia glucosa 2% (control). 
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Las absorbancias registradas por L. acidophilus a las nueve horas, fueron analizadas, 
observando que no existe diferencia significativa con una p =0.5%, entre las 
concentraciones de 0.5, 1.0 y 2.0 % de sacarosa, pero hay diferencia significativa 
con el control, glucosa 2.0%. Los resultados se muestran en la figura 20. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
En la figura 21 se observa que existe diferencia significativa con p≤0.5% entre la 
sacarosa al 0.5 % que presenta una absorbancia de 1.31 a las 9 horas incubación y 
la glucosa al 2.0%  a las 10 horas de inoculado la BAL con una absorbancia del 
1.1538, demostrando que la fuente de carbono elegida genera un mayor rendimiento 
celular. 
 
 
 
 
Fig. 20. Comparación del crecimiento de L. acidophilus a las 9 horas de incubación, de las 
4 fuentes de carbono.  
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En lactosa al 0.1% inoculado con Lactobacillus acidophilus se observó un menor 
rendimiento celular, alcanzando su máxima absorbancia a 0.75100 a las 9 h.   
 
Lactobacillus casei rhamnosus  
 
El tiempo de incubación para Lactobacillus casei rhamnosus fue de 17 horas, como 
se muestra en la figura 22. Los ensayos con lactosa y fructosa en sus 4 
concentraciones presentaron la fase estacionaria después de las 8 horas, obteniendo 
una absorbancia de 1.50979  
 
 
 
 
 
Fig. 21. Comparación del crecimiento de acidophilus en presencia de sacarosa 0.5, 1.0, 2.0% 
y glucosa al 2%. 
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Fig.22 Cinética de crecimiento de Lactobacillus casei rhamnosus, con diferentes fuentes de carbono y diferentes concentraciones (n=3), 
tomando como referencia glucosa 2% (control). 
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En la figura 23 se analizó las fuentes de carbono a nueve horas de incubación, 
observando que glucosa al 2.0% presenta la mayor absorbancia, la lactosa 0.5 
y 1.0%, fructosa 0.1, 1.0 y 2.0%, con respecto al control no hay diferencia 
significativa con p=0.5%. Las sacarosas en sus 4 concentraciones tienen 
diferencia significativa, al comparar con la glucosa al 2.0%. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
En la curva de L.casei rhamnosus (Fig. 22) se observa que el control de glucosa al 
2.0% muestra la fase exponencial, después de incubar por 17 horas. En sacarosa al 
1.0 y 2.0% presentó la misma tendencia, a las 15 horas, con una absorbancia de 1.78. 
 
En el análisis estadístico de sacarosa al 1.0% y glucosa al 2.0 del cultivo de                     
L. casei rhamnosus se observa diferencia significativa con p≤ 0.5%, determinando 
que existe mayor crecimiento celular en glucosa (Fig. 24). En la fig. 22 se observa 
que la sacarosa al 1.0% y glucosa al 2.0% presentan un desarrollo idéntico, ya que 
a las 15 horas de incubación en ambas fuentes de carbono la bacteria sigue 
Fig. 23. Comparación del crecimiento L. casei rhamnosus en presencia de sacarosa 0.5, 
1.0, 2.0% y glucosa al 2%. 
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crecimiento, mostrando incrementos en la absorbancia, lo que indica que sacarosa, 
presenta una buena fuente de carbono para el microorganismo. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
En la Tabla 7 se presentan las 4 cepas de probiótico, el azúcar que presentó la mayor 
absorbancia y su comparación con glucosa como control, así como la concentración. 
A partir de estos resultados, los experimentos posteriores se trabajaron bajo estas 
condiciones. 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 24. Comparación del crecimiento de L. casei rhamnosus  en presencia de sacarosa 1.0% y 
glucosa al 2%. 
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Tabla 7 
Probióticos y fuente de carbono seleccionada 
Cepa Fuente de 
carbono 
Concentración     (% 
m/v) Absorbancia 
L. casei 
Sacarosa  2.0 1.7037 
Glucosa 2.0 1.4218 
L.plantarum 
Lactosa  0.1 1.73640 
Glucosa 2.0 1.49800 
L. acidophilus 
Sacarosa 0.5 1.31000 
Glucosa  2.0 1.15380 
L. casei rhamnosus 
Sacarosa 1.0 1.78414 
Glucosa 2.0 1.99900 
 
 
8.2 Cinética de crecimiento de E. histolytica 
 
En la figura 25, se observa el crecimiento de E. histolytica, los datos reflejan las 
fases de adaptación, exponencial y de muerte, por lo cual no exhibe la etapa 
estacionaria y desciende drásticamente el número de células, de 95,416 a 19,100 
cél/mL, después del sexto día de incubación. La fase de adaptación se desarrolla 
desde el día cero hasta el segundo día de incubación, alcanzando 7,083 cél/mL., se 
observa claramente que después de las 50 h de incubación se inicia la etapa 
exponencial, la cual termina en el sexto día. Durante este tiempo, se exhibe un 
incremento del número de células,  de 18,750 hasta 95,416 cel/mL. en el sexto día 
y al séptimo día se observa un descenso muy marcado.  
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Fig. 25. Cinética de crecimiento de E. histolytica. 
 
 
8.3 Actividad biológica del MCL sobre E. histolytica 
 
Los medios condicionados de L.casei, L. plantarum, L. acidophilus y L. casei 
rhamnosus, con la fuente de carbono, la concentración elegida (Tabla 7) y el control 
se evaluaron sobre el crecimiento axénico in vitro de E. histolytica al sexto día de 
incubación, con dosis de 0.1, 1.0, 10.0, 50.0 y 70.0% del medio condicionado. Los 
bioensayos se observaron al microscopio invertido, para determinar la presencia o 
ausencia de trofozoítos de E. histolytica y se realizaron observaciones morfológicas 
de E. histolytica. En el control se observó un cultivo homogéneo, no se presentaron 
células redondeadas, los trofozoítos tenían un aspecto pleomórfico y exhibieron 
movimiento. Al realizar las observaciones de los tubos adicionados con el medio 
condicionado, se presentaron células móviles, pequeñas, redondeadas, agrupadas y 
detritus celulares. En las dosis bajas se observó que los trofozoítos se presentaban 
en red y adheridos en el fondo del tubo. 
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Las dosis de los medios condicionados de 50 y 70%, presentaron el 100% de 
inhibición de los trofozoítos de E. histolytica, al observar los tubos al microscopio 
invertido, sólo se presentaron células redondeadas, los datos no se graficaron en la 
figura 26. Las dosis de 0.1, 1.0 y 10% evaluadas sobre E. histolytica exhibieron 
porcentajes de inhibición menor al 100%. La figura 26 presenta los resultados de 
inhibición de E. histolytica, y se hace destacar que L. acidophilus-sacarosa a la dosis 
de 0.1%; L. plantarum, L. acidophilus y L. casei rhamnosus- glucosa a la dosis de 
1.0%  presentaron 98.66% de inhibición. L.casei-glucosa 0.1% exhibió 16.52%, 
demostrando el porcentaje de inhibición más bajo y que no presenta diferencia 
significativa p=0.5%, con los tratamientos restantes. Lp lactosa 1.0% presenta 
36.61% de inhibción y Lcr glucosa 0.1% exhibe 43.31%, el análisis de los datos, 
muestra que existe diferencia significativa con p=0.5%, entre los dos tratamientos. 
Lc sacarosa 1.0%, inhibió 68.53% a E. hitolytica, Lc glucosa y La sacarosa al 10% 
exhibieron 72.77 y 73.21% de inhibición, demostrando que no existe diferencia 
significativa entre estos tratamientos con p=0.5%. Lp lactosa y Lp glucosa al 10%, 
no presentaron diferencia significativa en el porcentaje de inhibición, exhibiendo 
79.46 y 84.82% de interferencia microbiana. Los tratamientos restantes presentaron 
interferencia microbiana arriba del 90% y el análisis estadístico muestra que no 
existe diferencia significativa entre los tratamientos con p=0.5%. 
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Fig. 26 Actividad Biológica de Medio Condicionado sobre el crecimiento axénico in vitro de E. histolytica. 
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La Tabla 8 muestra el resumen de la interferencia microbiana exhibida por los 
medios condicionados de Lactobacillus sp (MCL), así como la desviación estándar 
entre la fuente óptima de carbono y el control (glucosa), a la misma dosis, indicada 
con un “Sí” o un “No”.  
 
El medio condicionado de L. casei presentó interferencia microbiana (IM) sobre el 
crecimiento de E. histolytica, al evaluar las dosis de 0.1, 1.0, y 10 %, obteniendo un 
porcentaje de inhibición de 95.98, 68.53 y 97.77 (Fig. 27). En el MC con glucosa al 
2% a las mismas dosis, la IM fue de 16.52, 97.32 y 72.77%, la inhibición en la dosis 
del 50%, fue total.  
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Fig. 27. Porcentaje de inhibición del MCLc sobre el crecimiento axénico   in vitro de E. histolytica. 
(p = 0.5) 
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Tabla 8 
Concentración de resultados de la interferencia amibiana de los MC con Lactobacillus sp 
y la fuente óptima de carbono 
Cepa MC condicionado 
con: 
Dosis 
 (%) 
Inhibición 
(%) 
DS + 
L. casei 
Sacarosa[2%]  
0.1 95.98 
S .1 / G .1 Sí 
1.0 68.53 
10.0 97.77 
S 1 / G 1 Sí 
Glucosa[2%] 
0.1 16.52 
1.0 97.32 
S 10 / G10 Sí 
10.0 72.77 
L. plantarum 
Lactosa [.1%] 
0.1 96.88 
L .1 / g .1 No 
1.0 36.61 
10.0 79.46 
L 1 / g 1 Sí 
Glucosa[2%] 
0.1 96.88 
1.0 98.66 
L 10 / g10 No 
10.0 84.82 
L. acidophilus 
Sacarosa[.5%] 
0.1 98.66 
S .1 / g .1 No 
1.0 97.77 
10.0 73.21 
S 1 / g 1 No 
Glucosa [2%] 
0.1 96.88 
1.0 98.66 
S 10 / g10 Sí 
10.0 84.82 
L.c. rhamnosus 
Sacarosa[1%] 
0.1 94.20 
S .1 / g .1 Sí 
1.0 93.75 
10.0 95.09 
S 1 / g 1 No 
Glucosa[2%] 
0.1 43.31 
1.0 98.66 
S 10 / g10 No 
10.0 97.14 
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Los medios condicionados de L. plantarum exhibieron Interferencia Microbiana 
(IM). En las dosis de 0.1%, el MC con lactosa y glucosa presentó 96.88% de 
inhibición, en el tratamiento con 1.0%, en lactosa la IM fue de 36.61% y en glucosa 
98.66% de actividad biológica y en la dosis de 10%, la lactosa presentó actividad 
amebicida de 79.46 % y en glucosa 84.82% (Fig. 28).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
El MC con sacarosa de L. acidophilus en las dosis 0.1, 1.0 y 10%, presentó los 
siguientes porcentajes de inhibición: 98.66, 97.77 y 73.21%. En el bioensayo con 
glucosa a las dosis anteriores, la IM fue de: 96.88, 98.66 y 84.82 %, los resultados 
se muestran en la figura 29. 
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Fig. 28. Porcentaje de inhibición del MC de Lp sobre el crecimiento    
axénico in vitro de E. histolytica (p = 0.5). 
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Las dosis de 0.1, 1.0 y 10% del MC con sacarosa de L.c. rhamnosus exhibieron IM 
de 94.20, 93.75 y 95.09, así como en el MC con glucosa, mostrando actividad 
biológica en un 43.31, 98.66 y 97.14%. En la figura 30 se muestra el análisis 
estadístico, demostrando que no existe diferencia significativa entre los tratamientos 
con una p= 0.5%, entre el MC con sacarosa y el control, glucosa. 
 
La figura 31 muestra el análisis estadístico p=0.5% con las dosis de 0.1 y 1.0% de 
los resultados obtenidos en cada uno de los bioensayos.   
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 29. Porcentaje de inhibición del MCLa sobre el crecimiento axénico in vitro 
de E. histolytica. (p = 0.5). 
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Fig. 30 Porcentaje de inhibición del MCLcr sobre el crecimiento axénico in vitro de E. 
histolytica.(p = 0.5) 
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Fig. 31. Porcentaje de inhibición de los MC a dosis de 0.1 y 1.0% de las BAL sobre el crecimiento axénico in vitro de E. hitolytica.        
(p ≤0.5) 
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8.4 Pruebas Bioquímicas de los Medios Condicionados (MC) 
 
A los medios condicionados de las cuatro cepas, tanto para la fuente de carbono y 
de glucosa se les realizaron diferentes pruebas bioquímicas coloridas, para observar 
la presencia o ausencia de biomoléculas, así como, si muestran algún grupo 
funcional. Se utilizó como control negativo el medio MPT, pero sin crecimiento 
bacteriano, sólo esterilizado y filtrado.  
 
En la tabla 9 se presentan los resultados de las pruebas de Molish, para 
carbohidratos;  prueba de Biuret, para proteínas; prueba de insaturaciones, para 
presencia de cadenas hidrocarbonadas con dobles enlaces y prueba de carbonilos.  
 
Tabla 9 
Pruebas Bioquímicas de los Medios Condicionados 
Cepa 
                   F 
Carbono              
Molish Biuret Insaturación Carbonilos Aromaticidad 
Lc-sacarosa + + - - - 
Lc-glucosa + + - - - 
Lp- Lactosa + + - - - 
Lp-glucosa + + - - - 
La-sacarosa + + + - - 
La-glucosa + + - - - 
Lcr-sacarosa + + - - - 
Lcr-glucosa + + - - - 
Medio MPT + - - + - 
Prueba Positivo Anillo 
morado 
Color 
violeta 
Precipitado 
café < 1 min 
Precipitado 
amarillo o 
naranja 
Rojo-Violeta 
Prueba: (+) positiva,  (-) negativo.   
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Los medios condicionados de las cuatro cepas presentaron pruebas negativas para 
carbonilos y aromaticidad. La prueba de aromaticidad en el control (MPT) fue 
negativa, pero en el análisis de carbonilos dio positivo. Al realizar la prueba de 
insaturaciones en los medios condicionados L. acidophilus sacarosa fue el único en 
presentar la prueba positiva (Tabla 8). 
 
Todos los medios condicionados de los probióticos en estudio presentaron prueba 
positiva para carbohidratos, pero en diferente intensidad, siendo Lc- sacarosa, Lc-
glucosa; Lcr-glucosa y control, los que exhibieron una mayor intensidad en el anillo 
de color morado, el resto lo presentó de ligero a moderado.  
 
Los MC con las fuentes de carbono y glucosa, de las cuatro BAL, fueron positivas 
para la prueba Biuret, pero el medio MPT, mostró una prueba negativa, lo que indica 
que el control, no presenta proteínas. El MC  con sacarosa de L. casei, demostró 
mayor intensidad al resto de los medios condicionados su color fue de moderado a 
débil (Tabla 8).   
 
En la figura 32 se muestra el porcentaje de inhibición de E. histolytica, del MC de 
L. acidophilus, después de ser sometido a un tratamiento térmico. Las dosis 
evaluadas fueron 0.1, 0.5 y 1.0%, para el MC con La-sacarosa 0.5% y La-glucosa 
2.0%. El tratamiento de La-sacarosa 0.1% no presentó inhibición, y tienen el mismo 
número de trofozoítos que el control, 32,000 cel/mL. La-glucosa 0.5 y 1.0%, 
presentan 87.50 y 96.88% de inhibición, por lo cual no tienen diferencia 
significativa con p=0.5%. Los tratamientos de La- sacarosa presentaron bajos 
porcentajes de inhibición, mientras que La- glucosa exhibieron altos índices de 
interferencia amebicida, obteniendo diferencia significativa entre el control 
(glucosa) y la fuente de carbono óptima (sacarosa), p=0.5%.  
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8.5 Proteínas de los Medios condicionados  
 
La tabla 10 presenta el contenido de proteínas obtenido de los MC, después del 
tratamiento con sulfato de amonio al 80% de saturación. El control presentó mayor 
contenido de proteínas, al exhibir 0.6347 g. El MC con sacarosa 1.0% de Lcr 
presentó 0.6525 g de proteína y el de glucosa 2.0% tiene 0.6347 g. demostrando que 
no existe diferencia significativa, p=0.5%. Los MC con glucosa al 2.0% de Lc, Lp y 
La, mostraron mayor contenido proteico, mientras que las fuentes óptimas contienen 
menor cantidad. El contenido de proteínas del MC de Lc y La, entre glucosa y la 
sacarosa presentan diferencia significativa, p=0.5% (Fig. 33).   
 
 
Fig. 32. Inhibición porcentual del crecimiento de E. histolytica por acción del MC-La 
sometido a calentamiento a 80ºC/h.   
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Tabla 10 
Contenido de proteínas presentes por cada 200 mL de  medio condicionado  
Bacteria Ácido Láctica Fuente de Carbono Contenido de proteínas (g) 
L. casei 
Sacarosa 0.3053  
Glucosa 0.3963  
L.plantarum Lactosa 0.3268  Glucosa 0.3403  
L. acidophilus Sacarosa 0.4506  Glucosa 0.5367  
L. casei rhamnosus 
Sacarosa 0.6525  
Glucosa 0.6347  
Control MPT Glucosa 0.6347  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
La Tabla 11 muestra los resultados de las pruebas de Biuret y de insaturaciones, 
realizadas a los sobrenadantes y las proteínas precipitadas de los MC de Lactobacills 
sp. La renina su usó como control positivo para proteínas y agua como control 
negativo. 
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Fig. 33. Comparación del rendimiento (g) de proteínas entre los medios condicionados de 
Lactobacillus sp, con una p=0.5% 
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Tabla 11 
Pruebas bioquímicas de los precipitados y sobrenadantes de los MC de las BAL 
BAL Fuente de Carbono Realizado en: Biuret Insaturaciones 
L. casei 
Sacarosa 
Sobrenadante - + 
Precipitado + + 
Glucosa 
Sobrenadante - + 
Precipitado + + 
L.plantarum 
Lactosa 
Sobrenadante - + 
Precipitado + + 
Glucosa 
Sobrenadante - + 
Precipitado + + 
L. acidophilus 
Sacarosa 
Sobrenadante - + 
Precipitado + + 
Glucosa 
Sobrenadante - + 
Precipitado + + 
L. casei 
rhamnosus 
Sacarosa 
Sobrenadante - + 
Precipitado + + 
Glucosa 
Sobrenadante - + 
Precipitado + + 
Control Agua - - 
Control (NH4)2SO4 - - 
Control Renina + - 
Prueba: (+) positiva,  (-) negativo.   
 
Las proteínas purificadas obtenidas de los MC de las 4 BAL, se evaluaron sobre    E. 
histolytica, observando que exhibe interferencia microbiana. La concentración de 
proteína valorada fue del 7 % m/v (Fig. 34).  
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Al medio MPT se le adiciona antibiótico, con la finalidad de evitar el crecimiento 
bacteriano, por lo tanto, dentro del bioensayo se consideró realizar un control con 
antibiótico y agregando sales de sulfato de amonio, debido a que la sal se usó para 
precipitar las proteínas. El número de células viables para este control fue de 12,083 
y el control que no presentó ninguna adición en el medio MPT presentó 35,833 
cél/mL viables de  E. histolytica. El número de células viables reales fue de 23,750 
cél/mL, este valor se usó para determinar el porcentaje de inhibición.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
En la Figura 34 se presentan el porcentaje de inhibición de E. histolytica en 
presencia proteínas purificadas preparadas a una dosis del 7%, al analizando la 
fuente de carbono seleccionada y glucosa. Además, dentro del estudio su utilizó la 
droga de elección, el metronidazol, a una concentración de 0.1442 µg/mL, 
concentración considerada como la DL50. El resultado no se muestra en la gráfica 
Fig. 34 Porcentaje de Inhibición con proteínas purificadas a dosis de 7%, (p=0.5%). 
0
10
20
30
40
50
60
70
80
90
100
110
Control Lc S Lc G Lp L Lp G La S La G Lcr S Lcr G
P
O
R
C
E
N
TA
JE
 
 
 
 
 
 
D
E
 
 
 
 
IN
H
IB
IC
IÓ
N
CONCENTRACIÓN DE PROTEINAS (7%)
98.24% 100% 97.27%
75.44%
96.49%
92.98%
95.44%
100%
85 
 
de la figura 34, pues en las observaciones a microscopio del bioensayo, no se 
presentaron trofozoítos, sólo células redondeadas, pequeñas y sin movimiento.  
 
Las proteínas totales de los MC a dosis de 7% de las cuatro cepas con sacarosa y 
lactosa, presentaron IM mayor a 95%. Las proteínas obtenidas de L. casei-sacarosa 
presentó el mayor efecto inhibitorio con una inhibición del 98.244% y el control   L. 
casei-glucosa presentó 100% de IM, estos datos no presentan diferencia 
significativa. 
 
Las proteínas totales obtenidas de L. plantarum-lactosa presentó una IM de 97.27%. 
y el control L. plantarum-glucosa presentó una IM de 75.44%, en estos datos sí se 
observa diferencia significativa entre los porcentajes de IM. 
 
 Las proteínas totales obtenidas de L. acidophilus-sacarosa presentó una IM de 
96.49% y el control L. acidophilus-glucosa presentó una IM 92.98% de IM sobre  
E. histolytica,  estos porcentajes de IM no exhiben diferencia significativa (ver Fig. 
34). 
 
De todos los porcentajes de IM sobre E. histolytica, sólo se observó diferencia 
significativa en el ensayo realizado con las proteínas totales obtenidas del cultivo de 
L. plantarum-glucosa. 
 
 
 
 
8.6 Electroforesis del Medio condicionado de L. acidophilus 
 
Los medios condicionados de glucosa, sacarosa y control de esta cepa, se les 
cuantificó el contenido de proteína por el método de Bradford, determinando que 
presentan: 14.43 mg/L, 16.756 mg/L y 12.18 mg/L respectivamente (ver Anexo I). 
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Estos datos permiten concentrar las proteínas del MC para realizar la electroforesis 
al 8% y al 12%.  
 
En la Figura 35 se observa el bandeo obtenido de las muestras de proteínas totales 
obtenidas de a) L. acidophilus-sacarosa, b) L. acidophilus-glucosa y c) Medio de 
cultivo (MPT) en un gel de poliacrilamida al 12%.  En la imagen (a) se presentan 
dos bandas, la banda superior corresponde a un peso molecular aproximado de 
71KDa y la banda inferior corresponde aún peso molecular aproximado de 9.5KDa.  
En la imagen (b) sólo se observó una banda con un peso molecular aproximada de 
9.1 KDa, en la imagen (c) se observó una banda correspondiente a un peso molecular 
de aproximadamente 7.6 KDa. 
 
En la Figura 36 se observa el bandeo obtenido de las muestras de proteínas totales 
obtenidas de a) L. acidophilus-sacarosa, b) L. acidophilus-glucosa y c) Medio de 
cultivo (MPT) en un gel de poliacrilamida al 8%.   
 
En la muestra (a) se observa la presencia de 8 bandas bien definidas 
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Fig. 35 Electroforesis de proteínas de L. acidophilus en gel de poliacrilamida [12%]. 
Fig. 36.  Electroforesis de proteínas de L. acidophilus en gel de 
poliacrilamida [8%]. 
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8.7 Análisis bromatológicos de los Medios condicionados  
 
A los medios condicionados se les determinó el contenido de proteínas totales y 
ácidos grasos totales. L. acidophilus presentó 2.85% de proteínas en el medio 
condicionado con sacarosa al 0.5%, mostrando mayor contenido proteico que 
glucosa 2.0%, que presenta 2.26% y el control MPT, con 2.30%. L. plantarum 
presenta el menor contenido de proteínas en el MC con lactosa al 0.1%, registrando 
2.37% y a la vez menor cantidad en glucosa al 2%, con 2.26% de proteínas. L. casei 
rhamnosus mostró el mayor contenido de grasas reportando 1.30%, mientras que la 
glucosa al 2.0%, se reportó 0.73% y para el control 0.56%.Los resultados se 
muestran en la Tabla 12.  
 
 
 
Tabla 12 
Análisis Fisicoquímicos de los Medios Condicionados 
Bacteria Ácido 
Láctica Fuente de Carbono 
Contenido de 
proteínas % 
Contenido de Grasa 
% 
L. casei 
Sacarosa (2%) 2.41 1.04 
Glucosa 2.31 0.72 
L.plantarum 
Lactosa (0.1) 2.37 1.03 
Glucosa 2.26 0.76 
L. acidophilus 
Sacarosa (0.5) 2.85 0.85 
Glucosa  2.26 0.63 
L. casei 
rhamnosus 
Sacarosa (1%) 2.38 1.30 
Glucosa 2.27 0.73 
Control (MPT)  Glucosa (2%) 2.30 0.56 
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El medio condicionado de L. acidophilus mostró mejor respuesta ante el crecimiento de 
E. hitolytica, por lo cual al MC se le cuantificó el contenido de acidez total en base 
húmeda, exhibiendo 0.5451% en MC sacarosa y 0.5095% en glucosa (Tabla 13). La 
acidez en el MC con sacarosa y el MC con gluocsa, no mostró diferencia significativa con 
p<0.5% (Fig. 37) 
 
Tabla 13 
Análisis fisicoquímico de acidez del MC de L. acidophilus. 
Bacteria Ácido Láctica Control (MPT) Sacarosa Glucosa 
L. acidophilus 0.3151% 0.5451% 0.5095% 
 
 
Además, el contenido de proteínas de los medios condicionados se medió por el método 
de Bradford, estos resultados se muestran en la Tabla 14. 
 
 
 
Tabla 14 
Contenido de proteínas por el Método de Bradford 
Bacteria Ácido Láctica Fuente de Carbono Contenido de proteínas 
mg/mL 
L. casei 
Sacarosa (2%) 0.0539 
Glucosa (2%) 0.0446 
L.plantarum 
Lactosa  0.0525 
Glucosa 0.0464 
L. acidophilus 
Sacarosa 0.0842 
Glucosa  0.063 
L. casei rhamnosus 
Sacarosa 0.181 
Glucosa 0.0848 
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Fig. 37. Porcentaje de acidez de acuerdo a la AOAC, mostrando diferencia significativa con 
p=0.5% 
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Tabla 15 
Compendio de resultados del análisis a los MCL con actividad de interferencia amibiana 
 
 L a c t o b a c i l l u s   c a s e i 
Control  (Glucosa 2%) Sacarosa 2% (FC) 
0.1% 1.0% 10.0% 0.1% 1.0% 10.0% 
IA  MC sobre         
E. histolytica 
16.52 97.32 72.77 95.98 68.53 97.77 
Proteínas 
Resultados de las pruebas cualitativas y cuantitativas MC 
Prueba Control  (Glucosa 2%) Sacarosa 2% (FC) 
Biuret + + 
Bradford 
(mg/mL) 0.0446  0.0656  
NMX-F-608-
NORMEX-2002 
(%) 
2.31 2.41 
Nanodrop 
(mg/mL)  1.022   1.201  
precipitación con 
(NH4)2SO4 al 80% 
de saturación 
0.3963 g/200 mL 0.3053 g/200 mL 
7.0% 7.0% 
IA del MC sobre    
E. histolytica   
(%) 
100 98.24 
Ácidos 
grasos 
Pruebas coloridas - - 
NOM-086-SSA1-
1994             
(%) 
0.72 1.04 
Carbohid
ratos 
residuales 
Prueba de Molish 
+ + 
IA: Interferencia amibiana 
FC: Fuente de Carbono 
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Tabla 16 
Compendio de resultados del análisis a los MCL con actividad de interferencia amibiana 
 
 L a c t o b a c i l l u s   p l a n t a r u m 
Control (Glucosa 2%) Lactosa 0.1% (Fuente de 
carbono) 
0.1% 1.0% 10% 0.1% 1.0% 10% 
IA MC sobre          
E. histolytica 96.88% 98.66% 84.82% 96.88% 36.61% 79.46% 
Proteínas 
Resultados de las pruebas cualitativas y cuantitativas MC 
Prueba Control (Glucosa 2%) Lactosa 0.1% (FC) 
Biuret  + + 
Bradford 
(mg/mL) 0.0464  0.0785  
NMX-F-608-
NORMEX-2002 
(%) 
2.26  2.37  
Nanodrop 
(mg/mL) 0.94  1.095  
precipitación con 
(NH4)2SO4 al 80% 
de saturación 
0.3403g/200mL 0.3268g/200mL 
7.0% 7.0% 
IA del MC sobre    
E. histolytica   
(%) 
75.44 97.27 
Ácidos 
grasos 
Pruebas coloridas - - 
NOM-086-SSA1-
1994             
(%) 
0.76  1.03  
Carbohid
ratos 
residuales 
Prueba de Molish 
+ + 
IA: Interferencia amibiana 
FC: Fuente de Carbono 
 
 
 
 
 
93 
 
Tabla 17 
 
Compendio de resultados del análisis a los MCL con actividad de interferencia amibiana 
 
 L a c t o b a c i l l u s   a c i d o p h i l u s 
Control (Glucosa 2%) Sacarosa 0.5% (FC) 
0.1% 1.0% 10% 0.1% 1.0% 10% 
IA 
 
MC sobre       
E. histolytica 96.88% 98.66% 84.82% 98.66% 97.77% 73.21% 
Proteínas 
Resultados de las pruebas cualitativas y cuantitativas MC 
Prueba Control (Glucosa 2%) Sacarosa 0.5% (FC) 
Biuret + + 
Bradford 
(mg/mL) 0.063  0.095  
NMX-F-608-
NORMEX-2002 
(%) 
2.26  2.85  
Nanodrop  
(mg/mL) 2.136  1.838  
precipitación 
con (NH4)2SO4 
al 80% de 
saturación 
0.5367 g/200mL 0.4506 g/200mL 
7.0% 7.0% 
IA del MC sobre   
E. histolytica 
(%) 
92.98  96.49  
Ácidos 
grasos 
Pruebas 
coloridas - + 
NOM-086-
SSA1-1994 (%) 0.63  0.85  
Carbohidratos 
residuales 
Prueba de 
Molish + + 
 
Acidez 
El Índice de 
acidez total por la 
técnica de la 
AOAC (%) 
0.5095 0.5451 
pH 
Sin 
precipitar Sobrenadante 
Sin 
precipitar Sobrenadante 
4.67 4.74 4.57 4.67 
IA: Interferencia amibiana 
FC: Fuente de Carbono 
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Tabla 18 
Compendio de resultados del análisis a los MCL con actividad de interferencia amibiana 
 L a c t o b a c i l l u s   c a s e i   r h a m n o s u s 
Control (Glucosa 2%) Sacarosa 1.0%(FC) 
0.1% 1.0% 10% 0.1% 1.0% 10% 
IA  MC sobre         
E. histolytica 
43.31 98.66% 97.14% 94.20% 93.75% 95.09% 
 
 
 
 
 
Proteínas 
Resultados de las pruebas cualitativas y cuantitativas MC 
Prueba Control (Glucosa 2%) Sacarosa 1.0%(FC) 
Biuret + + 
Bradford 
(mg/mL) 0.0848  0.191  
NMX-F-608-
NORMEX-2002 
(%) 
2.27  2.38  
Nanodrop 
(mg/mL)  2.525  5.134  
precipitación con 
(NH4)2SO4 al 80% 
de saturación 
0.6347g/200mL 0.6525g/200mL 
7.0% 7.0% 
IA del MC sobre    
E. histolytica   
(%) 
100 95.44 
Ácidos 
grasos 
Pruebas coloridas - - 
NOM-086-SSA1-
1994 (%) 0.73  1.30  
Carbohidr
atos 
residuales 
Prueba de Molish + + 
IA: Interferencia amibiana 
FC: Fuente de Carbono 
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9 DISCUSIÓN 
 
Los carbohidratos constituyen la mayor parte de la materia orgánica de la tierra, debido a 
sus funciones importantes en todas las formas de vida, destacando la formación de paredes 
celulares de bacterias y plantas, armazón estructural del ADN y del ARN, se unen a 
proteínas y lípidos para ejercer las interacciones entre las células y su entorno, pero su 
principal actividad es la de almacenar y producir energía, así como, la obtención de 
metabolitos intermediarios (Berg et al.  2008). La glucosa, monosacárido y aldohexosa se 
emplea como la principal fuente de energía para los microorganismos y por el cual inicia 
el catabolismo, para generar las rutas metabólicas. Waldir et al. 2007 y González et al.  
2008, realizaron curvas de crecimiento de L. casei y L. delbrueckii usando como fuente 
de carbono glucosa entre el 2.0- 2.5%, la mayoría de los medios empleados para el 
crecimiento bacteriano utilizan estas concentraciones, obteniendo grandes cantidades de 
UFC/mL. En nuestra investigación modificamos la fuente de carbono sobre el crecimiento 
de L. casei, L. plantarum, L. acidophilus y L. casei rhamnosus, empleando sacarosa, 
disacárido formado por fructosa y glucosa, con un enlace glicosídico α1-2; lactosa, 
disacárido formado por glucosa y galactosa, enlace glicosídico β1-4 y fructosa, 
monosacárido y cetohexosa; como control se utilizó glucosa al 2%. Por otro lado, se 
modificó la concentración de estos azúcares, evaluando dosis de 0.1 %, 0.5 %, 1.0 % y 
2.0 %.  Las figuras 13, 16, 19 y 22 muestran el crecimiento de las BAL, en función de la 
absorbancia dependiente del tiempo. Los resultados de las cinéticas de crecimiento 
demuestran que los probióticos tienen la capacidad para crecer en las diferentes fuentes 
de carbono y en las diferentes concentraciones de azúcar, observando que existe una 
variación en el crecimiento bacteriano, debido a la variación de absorbancia durante el 
tiempo de incubación, por lo cual los probióticos no requieren exclusivamente de glucosa 
al 2.0%.  
 
El crecimiento de L. casei (Fig. 13), L. plantarum (Fig. 16), L. acidophilus (Fig. 19) y         
L. casei rhamnosus (Fig. 22) se evaluaron entre 11 a 17 horas. En la cinética de 
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crecimiento de las BAL se observan la fase de adaptación, exponencial, estacionaria y de 
muerte, permitiendo el desarrollo y viabilidad de las bacterias  (Madigan  2004.)  
 
Las concentraciones y fuentes de azucares evaluados permitieron el desarrollo de                  
L. casei. En la fig. 14 se presenta el análisis de las concentraciones y fuentes de azucares 
a las 9 horas de incubación, observando mayor crecimiento en la fuente de carbono de 
sacarosa al 2%, el cual presentó una absorbancia de 1.7037. En la fuente de carbono de 
lactosa, L. casei exhibió bajos rendimientos en las 4 concentraciones evaluadas, 
obteniendo una absorbancia promedio de 0.9345, el análisis estadístico demuestra que no 
existe diferencia significativa entre estos tratamientos. La fase de muerte (Fig. 13) en esta 
fuente de carbono se presentó a las seis horas de incubación, por lo cual L. casei requiere 
mayor concentración de lactosa y prolongar el tiempo de incubación para obtener un 
excelente rendimiento, esto lo demuestra Escobar et al. 2010, evaluaron el lacto suero 
clarificado, rico en lactosa, sobre el crecimiento de L. casei. El crecimiento de la cepa por 
absorbancia a Ȝ=550 nm fue mayor a 8.0, el cual se determinó a las λ6 horas, a partir de 
este tiempo, la absorbancia disminuye. Además, González et al. 2008, demostraron que 
Lactobacillus casei y L. plantarum, presentaron tasas de crecimiento del orden de 109 y 
1011 en el jugo de Aloe vera variedad barbariensis que es rico en manosa.  Ellos mencionan 
que el numero de organismos producidos en los cultivos de ambas cepas lácticas, está 
directamente relacionado con la concentración de sustrato utilizado en el medio, 
encontrando que en los medios con 25 % y 50 % de manosa, se registraron crecimientos 
menores de dos órdenes de magnitud que en aquellos que contenían cantidades de 75 % y 
100%, demostrando que las cuentas viables más elevadas fueron la de los cultivos al 100 
% de jugo de Aloe vera, esto indica una limitante para la proliferación de los cultivos.  
 
L. casei presentó una absorbancia de 1.4218 en la fuente de carbono control (glucosa), al 
comparar con la fuente de elección (sacarosa 2%) presentando diferencia significativa 
(Fig. 15). La sacarosa está formada por glucosa y fructosa, esto permite que el medio MPT 
presente mayor concentración de azucares. Además, la glucosa y fructosa son         
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intermediarios de la ruta glicolítica, los cuales son fáciles de degradar y la fructosa es un 
intermediario de la ruta de Embden-Meyerfhoof, lo que permitir el incremento del número 
de bacterias de L. casei. Por otro lado, la lactosa en su estructura presenta galactosa, ésta 
hexosa no es reconocida por la hexocinasa, lo que involucra un proceso más largo y 
complejo, que afecta en el crecimiento de L. casei, esto implica que en el medio se presente 
mayor concentración de lactosa y a la vez, el incremento de la concentración de glucosa 
en el medio MPT, lo que conlleva que el tiempo se incremente (Voet 2007). 
 
Una de las principales características de L. plantarum es su capacidad para fermentar 
diferentes fuentes de carbono, en la Fig. 16 se muestra el crecimiento de la bacteria, al ser 
evaluado en sacarosa, lactosa, fructosa y glucosa, demostrando las fases de adaptación, 
logarítmica, estacionaria y de muerte. Los azucares evaluados son considerados 
químicamente como hexosas, por lo cual L. plantarum es una bacteria homofermentativa, 
permitiendo que las hexosas sean degradadas por la vía de Embeden-Meyerhoff, 
permitiendo que el microorganismo libere ácido láctico y descienda el pH y acidifica el 
medio (Fordyce et al.  1984). 
 
Cermeño en el 2012 evaluó las cepas 299v y 748   de L. plantarum, demostrando que 
ambas cepas tienen la capacidad de metabolizar rápidamente maltosa, glucosa, sacarosa y 
fructosa en concentraciones del 2%, pero no presentan viabilidad en carbohidratos 
complejos. Los azucares evaluados en esta investigación son monosacáridos, como: 
glucosa y fructosa; disacáridos, como: sacarosa y lactosa, los cuales son considerados 
como hidratos de carbono de estructura sencilla. Además, los resultados obtenidos en 
nuestra investigación, demuestran que L. plantarum no solo crece a concentraciones del 
2%, como lo sugiere Cermeño 2012, sino que crecen a concentraciones de 0.1, 0.5, 1.0 y 
2.0%, observando un rendimiento celular mayor a 1.100, el cual se obtiene después de 
incubar por 5 horas, mientras que Cermeño 2012, obtuvo las el mismo rendimiento al 
incubar por 25 horas. El tiempo de incubación de nuestra cepa fue mucho menor al 
obtenido  por dicho  autor,  la  diferencia  de  este  resultado  se  debe  al  medio  de cultivo 
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empleado para realizar la cinética de crecimiento del microorganismo, Cermeño 2012 uso 
el medio MRS, mientras que nosotros usamos el medio MPT (Barròn y Quiñones 2018), 
por lo cual el microorganimos crece con mayor facilidad y eficiencia en nuestro caldo de 
cultivo, obteniendo mayor rendimiento celular en menor tiempo de incubación.  
 
Cermeño 2012, realizó estudios de curvas de crecimiento con L. plantarum con la cepa 
748 y 299v, ambas cepas fueron cultivadas en el medio MRS enriquecido con lactosa al 
2% y determinó que la cepa 748 no metabolizó la azúcar evaluada, pero la cepa 299v sí lo 
hizo. La BAL utilizada en nuestro experimento tiene la capacidad de metabolizar la 
lactosa, determinando una absorbancia del 1.73640 en concentración del 0.1% (Fig. 18). 
El resultado permite dar indicios de que L. plantarum crece a concentraciones menores 
del 2%, obteniendo un buen rendimiento celular, debido a que el carbohidrato está 
formado por β-D-Galactosa y α-D-Glucosa, lo que potencializa el crecimiento del 
microorganismo, al presentar dos hexosas que son metabolizadas por glicólisis, 
permitiendo tener mayor cantidad de energía para su división celular. L. plantarum 
presenta la enzima β-galactosidasa, la cual representa un papel importante en el 
rompimiento del enlace glicosídico β1-4, que se localiza en la lactosa, por lo cual, el 
microorganismo puede ser como un tratamiento para disminuir los efectos adversos de la 
intolerancia a la lactosa.  
 
Bhowmik et al.  1987; realizaron un estudio sobre los factores que influyen en la     
actividad de la β-galactosidasa, enzima producida por las bacterias para hidrolizar el 
enlace β 1-4 formado entre la β-D-Galactosa y α-D-Glucosa. Uno de los parámetros 
evaluados fue usar diferentes fuentes de carbono, entre ellos, lactosa, galactosa y 
melibiosa a concentraciones del 2.0%, observando una actividad enzimática del 4.2, 3.8 y 
2.7 ȝmol ONP/ȝg proteína/min. La cepa de L. acidophilus usada en la investigación tienen 
la capacidad para catabolizar lactosa al 2.0% (Fig. 20), lo que permite el crecimiento de 
la BAL, obteniendo una absorbancia a las 9 horas de incubación del 0.91671. Además, 
Bhowmik et al.  1987; evaluaron diferentes concentraciones de lactosa sobre la actividad 
de la β-galactosidasa, en un rango de 0.1 – 2.0%, observando                                                         
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que a concentraciones mayores y menores del 0.4%,  la actividad enzimática disminuye, 
determinando que hay dependencia entre la concentración del azúcar y la actividad 
enzimática. El estudio realizado en el laboratorio, se evaluaron diferentes concentraciones 
de lactosa, observando que L acidophilus presenta bajos rendimientos celulares, al obtener 
bajas absorbancias (Fig. 20), esto concuerda con lo propuesto por Bhowmik et al.  1987; 
debido a que al decrecer la actividad enzimática de la β-galactosidasa, en el medio de 
cultivo se presentará mayor concentración del disacárido y menor concentración de los 
monosacáridos, generando una disminución en el metabolismo de L. acidophilus 
generando bajos rendimientos celulares. Por otro lado, Bhowmik et al.  1987; adicionaron 
CaCl2 5mM al medio de lactosa al 0.4%, potencializando la actividad de la β-galactosidasa 
en un 170%. El crecimiento de L. acidophilus en lactosa al 0.5% presentó una absorbancia 
del 0.82929, por lo cual la bacteria no presenta altos rendimientos celulares comparados 
con sacarosa (Fig. 20), por lo cual la adición de CaCl2, una sal que genera cationes 
divalentes, sería recomendable para incrementar el consumo de lactosa en el medio, lo que 
permitiría tener una mayor absorbancia y beneficiará el uso de lactosa al 0.5%.  
 
Laakso et al. 2011; realizaron un estudio sobre el proteoma y el transcriptoma de 
Lactobacillus rhamnosus GG, que se asocian a los cambios en las fases de la curva de 
crecimiento. El grupo de investigadores evaluó dos fuentes de carbono, glucosa y 
galactosa; las cuales fueron obtenidas del hidrolizado de lactosa.  La curva de crecimiento 
elaborada por Laakso et al.  2011; presenta la fase exponencial y estacionaria, la cual se 
llevó a cabo por un tiempo de 30 horas midiendo la absorbancia a 600 nm.  
 
La Fig. 22 de nuestros resultados, muestra el crecimiento de L. casei rhamnosus en 
glucosa, sacarosa, fructosa y lactosa, realizado en un periodo de 17 horas, observando la 
fase de adaptación, exponencial y estacionaria, así como lo determinó Laakso et al.  2011; 
por lo cual no se requiere de una incubación de 30 horas como lo sugiere el grupo de 
investigadores finlandeses.  
 
100 
 
Los resultados de la curva crecimiento de Lcr fueron comparados con la curva de 
crecimiento de L. rhamnosus GG obtenida por Laakso et al. 2011; observando que la BAL 
evaluada con glucosa presentó a las 16 horas de incubación la transición de la fase 
logarítmica a la fase estacionaria. La cepa de Lc Penders et al. 2006 estudiada en esta 
investigación desarrolló el mismo patrón en glucosa al 2% (Fig. 22), observando que 
después de las 14 horas de incubación el crecimiento de la bacteria no presentó cambios 
significativos, por lo cual Lcr a partir de ésta hora de incubación presentó la fase 
estacionaria. Además, el tratamiento con sacarosa al 1 y 2% presentó la misma tendencia, 
por lo cual, este indicio permite elegir a sacarosa al 1% como la mejor fuente de energía 
para Lcr, pues en la Fig. 22 y 24 de esta investigación, se observa que la bacteria sigue 
presentando fase exponencial a las 15 horas.  
 
En este estudio se evaluó: glucosa, como control; sacarosa, fructosa y lactosa, sobre el 
crecimiento de Lc, La, Lp y Lcr. En la tabla 6 se enlistan las fuentes de carbono y la 
concentración seleccionada para cada cepa. Los resultados permiten inferir que las 
bacterias acido lácticas tienen la capacidad para crecer y sobrevivir en diferentes fuentes 
de carbono, observando que algunos carbohidratos son más eficientes para cada especie 
estudiada en esta investigación. Por lo cual, los próbioticos poseen la capacidad de 
colonizar el intestino delgado, debido a que es el órgano del sistema digestivo        
responsable de absorber los nutrientes, siendo una región rica en fuentes de carbono 
diversos. O’Donnell et al. 2013; realizaron una revisión sobre la flexibilidad           
metabólica del género Lactobacillus, en el cual exponen que estas bacterias utilizan una 
gran variedad de fuentes de carbono que les permiten crecer, sobrevivir y adaptarse en 
nuevos ambientes ó mantenerse en el mismo nicho. Además, el género Lactobacillus no 
solo coloniza el tracto gastrointestinal, si no también raíz y follaje de plantas, alimentos 
fermentados, vagina, ensilado, entre otros. O’Donell et al. 2013; proponen que la 
flexibilidad catabólica se debe al genoma codificado para metabolizar las fuentes de 
carbono, la capacidad que desarrollan para la adaptación al ambiente, los diferentes tipos 
de tranportadores de carbohidratos que presenta a nivel de membrana, así como, la 
capacidad de la regulación del metabolismo, la transferencia de genes de manera 
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horizontal, que les permite a las bacterias recibir genes y otros elementos genéticos que 
confieren nuevas habilidades, para desarrollar la máxima capacidad para sobrevivir. 
 
Cinética de crecimiento de Entamoeba histolytica 
Entamoeba histolytica es el agente causal de la amibiasis, de los abscesos amibianos en   
el hígado y un problema de salud mundial, pues causa 100, 000 muertes al año, de     
acuerdo a un reporte emitido en 2001 por la OMS, UNESCO y PAHO. Un grupo de 
investigadores encabezados por Ali et al.  2007; realizaron una investigación de                                             
E. histolytica sobre la cinética de crecimiento en presencia y ausencia del compuesto 5-
azacitidina (5-AzaC), así como, los efectos que se presentan en la expresión de los        
genes. Ali et al.  2007; usaron el medio TYI-S-33 para la cinética de E. histolytica        
HM1-IMSS y la cepa 200:NIH, las cuales fueron incubadas por 7 días observando que la 
cepa HM1-IMSS en el segundo día de incubación presentó un crecimiento de 40,000 
cel/mL. La cepa HM1-IMSS usada en nuestra investigación, presentó en el segundo día 
de incubación un crecimiento de 7083 cel/mL, dando fin a la etapa de adaptación.     
Después de las 48 horas de incubación se presentó la fase logarítmica, terminando a las 
204 horas de incubación. Entre el tercero y cuarto día de incubación la cepa que nosotros 
estudiamos (HM1-IMSS) mostró el crecimiento de 40,000 cel/mL, observando que entre 
nuestros resultados obtenidos y los de Ali et al.  2007; hay similitud en el incremento de 
células.  
La cepa E. histolytica usada en este trabajo presentó un crecimiento lento en el Medio 
MPT, comparado con la cepa HM1-IMSS del grupo de Ali et al.  2007; pero en ambos 
trabajos, los experimentos posteriores fueron usando a las amibas en la fase logarítmica, 
por lo cual, se utilizó a los microorganismos en el estadio de trofozoíto, el cual es el 
causante de la amibiasis.  
 
Actividad biológica del Medio Condicionado de Lactobacillus (MCL) sobre                      
E. histolytica 
Leveau y Bouix, 2000, proponen que las bacterias acido lácticas se caracterizan por 
producir y excretar sustancias al medio donde se cultivan. Las moléculas que liberan las 
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BAL tienen aplicaciones en la industria alimenticia, para evitar el crecimiento de 
microorganismos sobre los alimentos, funcionan como inhibidores del crecimiento de 
bacterias, de parásitos, hongos, entre otros, permitiendo ser compuestos con un gran 
interés para las industrias. En esta investigación se trabajó con L. casei, L. plantarum,         
L. acidophilus y L. casei rhamnosus, los cuales crecieron en el medio MPT y 
posteriormente se obtuvo  los Medios Condicionados (MC) para cada especie. Los medios 
condicionados se evaluaron sobre el crecimiento de E. histolytica a dosis de 0.1, 1.0, 10.0, 
50.0 y 70.0%, en la Fig.26 se muestran los porcentajes de inhibición de la amiba, 
alcanzando porcentajes de interferencia microbiana del 100% sobre los trofozoítos de E. 
histolytica en las dosis de 50 y 70%. En la Tabla 7 se presentan los porcentajes de 
inhibición para las dosis de 0.1, 1.0 y 10.0 %, los resultados muestran porcentajes 
superiores al 95% de interferencia microbiana para: L. casei cultivado en sacarosa al 2%, 
L. plantarum cultivado en lactosa al 0.1%,  L. acidophilus en sacarosa al 0.5% y L. c. 
rhamnosus en sacarosa al 1%. El porcentaje de inhibición más bajo se presentó en L. casei 
cultivado en glucosa al 2% (control) en la dosis de 0.1%, obteniendo una interferencia 
amibiana del 16.52%.  En la Fig. 31 se presenta el porcentaje de interferencia microbiana 
de los MCL de las 4 cepas a las dosis de 0.1 y 1.0% observando que de los 16 tratamientos, 
12 de ellos presentan inhibición mayor al 90%, los 4 restantes son de 16.32%, 72.77%, 
36.61%, 43.31%. Rishi et al.  2011; investigaron los efectos de un extracto libre de células 
obtenido de L. plantarum y del cotrimazol, sobre el crecimiento de Salmonella 
typhimurium NCTC 74, el grupo investigadores concluyerón que el sinergismo del 
extracto libre de células (80 AU/mL)-cotrimazol (2µg/mL)  genera una interferencia 
microbiana, reduciendo el crecimiento de Salmonella typhimurium NCTC 74 en un 50%, 
y que los tratamientos evaluados de manera independiente presentan porcentajes menores 
al 25%, con lo anterior, ellos proponen una alternativa medica para el tratamiento de la 
salmonelosis.  
 
De acuerdo a los resultados obtenidos en este proyecto de investigación se observó que el 
medio condicionado de las 4 cepas, presentó efectos inhibitoris para el crecimiento de      
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E. histolytica, el empleo del medio condicionado o extracto libre de células concuerda en 
la base metodológica empleada ene ltrabajo de Rishi et al.  2011. 
  
Por otro lado, los medios condicionados de las BAL no solo presentan efectos de 
inhibición, también presentan el beneficio de potencializar el sistema inmunológico, ya 
que algunos estudios han demostrado que se incrementan los niveles de lisozima y la 
producción de especies del agente oxidante. Vicenti 2010, demostró que al agregar medio 
condicionado  de Lactobacillus rhamnosus GG a un cultivo de macrófagos, éstos 
incrementan su actividad fagocitica contra Escherichia coli, observando que después de 
60 minutos de incubación, el número de células de E. coli se redujo.  
 
Lo anterior, demuestra que en los medios condicionados de L. casei, L. plantarum,               
L. acidophilus y L. c. rhamnosus se presentan moléculas que son liberadas por éstas 
bacterias durante el crecimiento, para permitir la interferencia microbiana contra                  
E. histolytica. Por lo cual, en nuestra investigación se realizó la caracterización del MC 
de las cepas evaludas.  Lo anterior concuerda con Grossowicks y Schneerson 1947, 
quienes demostraron que las BAL reducen el crecimiento de microorganismos indeseables 
en el tracto intestinal. Este efecto sería consecuencia de la producción de compuestos 
antibacterianos, de la acidez intestinal originada o del antagonismo competitivo, por lo 
cual se podría pensar en la inhibición de E. histolytica por la acción de la interferencia 
microbiana generada por  los metabolitos producidos por los probioticos evaluados.  
 
Pruebas bioquímicas de los Medios condicionados (MC) 
Zapata  et al.  2009; proponen que una de las características de las BAL es la capacidad 
de  fermentar los carbohidratos, a partir de los cuales, los probióticos  tienen la capacidad 
para producir ácido láctico y otros compuestos como acetato, etanol, CO2, formato y 
succionato. Lo anterior se realizó con las cuatro cepas de bacterias trabajadas en el 
laboratorio, se cultivaron en diferentes fuentes de carbono y a diferentes concentraciones, 
observando la capacidad de los probióticos para metabolizar los                                    
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carbohidratos, como se muestran en las figuras 13, 16, 19 y 22, donde se presentan las 
curvas de crecimiento de cada una de los microorganismos. Por otro lado, se obtuvo el 
medio condicionado de cada de una de las cepas, determinando que presenta propiedades 
físicas como: acidez, presentando un rango de pH de 4.67 – 6.00; como lo refiere Zapata 
et al.  2009, el valor del potencial de iones hidrogeno se debe a la presencia de ácido 
láctico.  
 
Además, Mora et al.  2007 reporta en su investigación que el descenso del pH generado 
por la presencia de ácido láctico, tiene efectos benéficos, al inhibir el crecimiento de 
bacterias. En esta investigación se evaluó el medio condicionado de las cuatro cepas de 
probióticos sobre el crecimiento axénico de E. histolytica determinando inhibiciones 
superiores al 90% (Fig. 31), por lo cual, la presencia de ácido láctico y por consiguiente 
la disminución del pH, puede provocar un efecto antagónico, no solo en bacterias como 
lo Mora  et al.  2007; sino también en amibas, como se reporta en esta investigación.  
Otra propiedad detectada en el medio condicionado fue el olor característico del alcohol, 
el cual se obtuvo de la fermentación de carbohidratos, Zapata et al.  2008; Mora et al.  
2007; reportan que las BAL tienen la capacidad de producir etanol, el cual funciona como 
una sustancia antimicrobiana. El alcohol y el ácido láctico presentes en los medios 
condicionados de L. plantarum, L. casei rhamnosus, L. acidophilus y L. casei pueden 
trabajar de manera sinérgica para potencializar la inhibición de E. histolytica.  
 
Además, los medios condicionados obtenidos de las BAL estudiadas fueron sometidos a 
diferentes pruebas bioquímicas para la detección de carbohidratos, proteínas, cadenas 
hidrocarbonadas con dobles enlaces, aromaticidad y grupos carbonilos. En la Tabla 8 se 
muestran los resultados de las pruebas bioquímicas de los medios condicionados de las 
cuatro cepas estudiadas en esta investigación y el medio MPT que se usó como control. 
Se demostró la ausencia de compuestos aromáticos, cetónicos y libre de aldehídos, en las 
muestras analizadas. 
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El medio condicionado de L. acidophilus cultivado en sacarosa 0.5% presentó prueba 
positiva para insaturaciones (Tabla 8), la prueba indica que en el medio existen moléculas 
hidrocarbonadas con dobles enlaces. 
 
En la Tabla 11 se presenta el análisis fisicoquímico realizado al medio condicionado de 
L. acidophilus, el cual presentó un contenido de grasas de 0.85%, en base a la NOM-086-
SSA1-1994. Los resultados obtenidos muestran que el medio condicionado de                           
L. acidophilus presenta moléculas orgánicas, las cuales pueden ser ácidos grasos. Lo 
anterior permite tener una concordancia con Kandler 1983, él menciona que las bacterias 
acido lácticas tienen la capacidad de metabolizar los carbohidratos, la cual se puede llevar 
a cabo por una ruta homfermentativa o heterofermentativa, teniendo como resultado la 
producción de ácidos orgánicos, entre ellos, ácido láctico y ácido acético, ambos ácidos 
son eliminados por las bacterias hacia el medio de cultivo. Los ácidos orgánicos 
propuestos por Kandler 1983, se caracterizan por ser compuestos de cadena corta. Los 
resultados obtenidos del análisis del medio condicionado de L. acidophilus no revela la 
longitud de la cadena, por lo cual, no permite distinguir si son de cadena larga o corta. 
Raftari et al.  2009; realizaron una investigación del efecto de los ácidos orgánicos (ácido 
acético, láctico, propiónico y fórmico) sobre el crecimiento de Escherichia coli O157:H7 
y Staphylococcus aureus, observando que el ácido fórmico mostró el mejor efecto 
antimicrobiano sobre ambas cepas. Lo propuesto por Raftari et al.  2009; permite intuir 
que la presencia de los ácidos orgánicos en el medio condicionado genera una 
interferencia amibiana sobre E. histolytica (Fig. 26, 29 y31).  
 
La Tabla 8 muestra los resultados de la prueba de Molish, la cual permite detectar la 
presencia de carbohidratos. Los medios condicionados y el control (MPT) presentaron 
pruebas positivas, indicando la presencia de azucares en las muestras, pero se observó que 
la tonalidad del anillo color violeta, fue más fuerte para: MC de L. casei en sacarosa 2.0% 
y glucosa al 2.0%; MC de L. casei rhamnosus en glucosa al 2.0% y en el control MPT. El 
resto de los medios condicionados presentaron una intensidad baja en el color del anillo 
violeta. La intensidad del color desarrollado en la prueba es directamente              
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proporcional a la concentración del analito a prueba, por lo tanto, al tener una mayor 
intensidad en el color del anillo indica una mayor concentración de carbohidratos. Por otra 
parte, no se reporta que las BAL producen carbohidratos y sean liberadas al medio. La 
presencia de carbohidratos en los MC se puede relacionar con los remantes de moléculas 
de azúcar que quedaron y que no fueron metabolizadas por las bacterias.  
 
Jack et al.  1995 y Savadogo et al.  2006; mencionan que las bacterias ácido-lácticas tienen 
capacidad de producir compuestos proteicos denominados bacteriocinas, las cuales se 
caracterizan por ser compuestos de naturaleza peptídica o proteínas, sintetizados a partir 
de los ribosomas y que, generalmente, tienen como blanco la membrana celular. En 
fundamento con Jack et al.  1995; Savadogo et al.  2006; se realizó la prueba de Biuret 
para detectar la presencia de compuestos proteicos en los medios condicionados de las 
BAL y en el control, observando que las todas las muestras analizadas dieron positivas, al 
desarrollar una coloración violeta (Tabla 8). 
 
El medio condicionado que presentó mayor intensidad en el color violeta fue el de                
L. casei sacarosa 2.0%, después el de L. plantarum en lactosa 0.1% y L. acidophilus 0.5%, 
el resto de los medios condicionados presentaron una intensidad baja. Por otro lado, en 
los medios condicionados se cuantificó el contenido de proteínas por cada 200 mL de 
medio condicionado, determinando que L. casei rhamnosus produjo mayor cantidad de 
proteínas, 0.6525 g, mientras que, L. casei y L. plantarum presentaron menor cantidad 
proteica, 0.3053 y 0.3268 g (Tabla 9). La diferencia entre los resultados de la Tabla 8 y 9 
se deben a la cantidad de muestra analizada, además, los resultados de la Tabla 8 fueron 
obtenidos por pruebas cualitativas, mientras que, la cantidad de proteínas que muestra en 
la Tabla 9 es cuantitativo. En la Fig. 33 se presenta el contenido de proteínas de los MC 
de las bacterias acido lácticas, observando que entre los MC de L. casei y L. acidophilus 
de glucosa y sacarosa no presentan diferencia significativa (p=0.5%). 
 
Los medios condicionados y el medio MPT (control) fueron sometidos a un análisis 
bromatológico bajo la norma oficial NMX-F-608-NORMEX-2002, la cual permite 
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cuantificar el contenido de proteínas (Tabla 11). El medio condicionado de                               
L. acidophilus en sacarosa 0.5% presentó un 2.85% de proteínas, mostrando el mayor 
contenido de esta biomolécula, mientras que, el menor contenido de proteína fue para el 
MC de L. plantarum en lactosa al 0.1%. Un método cuantitativo realizado en esta 
investigación fue el Método de Bradford, el cual permite conocer el contenido de 
proteínas, determinando que el MC de mayor contendido proteico fue el de L. casei 
rhamnosus con una concentración de 0.181 mg/mL, mientras que, el MC de L. plantarum 
presentó una concentración de 0.0525 mg/mL. La concentración de proteínas cuantificada 
por este método presenta una discrepancia con los anteriores, la diferencia que se observa 
se puede deber al metabolismo para degradar los azúcares, el tiempo de generación y/o al 
crecimiento lento de la bacteria, por estos motivos, es recomendable cuidar las 
concentraciones de los glúcidos y el tiempo de incubación de las bacterias.  Los resultados 
de los análisis bromatológicos, cualitativos y fisicoquímicos de los médicos 
condicionados de las BAL, permiten dar evidencias que contienen proteínas, a las cuales 
los autores les denominan bacteriocinas.  
 
Fernandez 2000, propone las propiedades fisicoquímicas de las bacteriocinas, como: 
resistencia a proteasas, solubles en agua, activas a pH ácidos, bactericidas, 
termoresistente, no imparten sabor o aromas. Dodd y Gasson 1994; mencionan que las 
bacteriocinas son termoestables. En la Fig. 31 se muestra la interferencia amibiana de los 
medios condicionados sobre E. histolytica, determinando que el MC de L. acidophilus en 
sacarosa 0.5% presentó una inhibición del 98.66%, siendo el mayor porcentaje de 
interferencia respecto a los otros medios. Por lo anterior, el MC fue sometido a un 
tratamiento térmico, 80°C/hora, posteriormente, se evaluó a dosis de 0.1, 0.5 1.0% sobre 
E. histolytica, determinando una interferencia de 56.25% a dosis de 0.5% y 71.35% a la 
dosis de 1.0% (Fig. 32). Los resultados determinan que las proteínas presentes en el medio 
condicionado son termoresistentes, como lo expone Dodd y Gasson 1994; Fernandez 
2000.  
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En la actualidad se han reportado compuestos proteicos obtenidos a partir de probióticos, 
a los cuales, los investigadores han denominado a estas moléculas bacteriocinas y han 
atribuido una gama de efectos benéficos para la salud de los humanos, aplicación en la 
industria alimenticia, efectos de inhibición en el metabolismo, entre otros. Por lo anterior, 
un grupo de investigadores nigerianos encabezados por Ogunbanwo et al. 2003; 
caracterizaron dos bacteriocinas, una de L. plantarum F1 y otra de L. brevis OG1. Las 
bacteriocinas de estos probióticos se precipitaron con sulfato de amonio se evaluaron a 
121°C demostrando ser termoestables, ser activas en un rango de pH de 2-6, presentaron 
estabilidad por 60 días a  -20°C, pero la actividad decrece entre los 80-120 días a 37°C. 
Los medios condicionados de las cuatro BAL se les adicionó sulfato de amonio y se 
obtuvó un precipitado, al cual se le realizó la prueba de Biuret, generando un color violeta, 
indicando la presencia de proteínas, también se llevó a cabo la prueba de insaturaciones, 
detectando en el precipitado cadenas hidrocarbonadas con insaturaciones. El resultado 
positivo de Biuret e insaturaciones se puede deber a la presencia de lipoproteínas en el 
precipitado, el cual es una molécula formada por proteínas y un grupo prostético que es el 
lípido. El sobrenadante fue evaluado con el reactivo de Biuret y los resultados fueron 
negativos, indicando la ausencia de proteínas. Además, la prueba de insaturaciones en el 
sobrenadante dio positivo, indicando la presencia de moléculas orgánicas con 
insaturaciones, los resultados se muestran en la Tabla 10. 
 
Ogunbanwo et al, 2003; reportaron que las bacteriocinas son termoestables a 121 °C/60 
minutos. Nuestro equipo de investigación reportó que las proteínas del MC de                         
L. acidophilus presentó ser termoestable a 80°C/h y conservar su actividad biológica, pues 
en generó interferencia amibiana después del tratamiento térmico (Fig. 32). 
 
Galinda Yu et al. 2012; obtuvieron un liofilizado de bactericionas del género 
Lactobacillus y fue evaluado sobre el crecimiento de Listeria monocytogenes y 
Staphylococcus aureus, los cuales son un gran problema para la industria alimenticia. La 
mayoría de las  investigaciones  consultadas,  como la  anterior,  se  enfocan a  inhibir  el  
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crecimiento bacteriano usando bacteriocinas, nuestra investigación usó las bacteriocinas 
para inhibir E. histolytica, agente causal de la amibiasis. Las proteínas obtenidas de los 
MC de las cuatro cepas de BAL, fueron evaluadas a una dosis del 7% m/v sobre el 
crecimiento axénico de E. histolytica, observando porcentajes de interferencia amibiana 
por arriba del 90% (Fig. 34). Galinda Yu et al.  2012; Disha et al.  2003; reportaron efectos 
positivos de las bacteriocinas, nosotros obtuvimos una interferencia microbiana, pero 
contra E. histolytica, lo que indica que las proteínas no solo afectan el crecimiento de 
bacterias, sino que actúan sobre otros microorganismos, por lo cual, las bacteriocinas 
poder ser evaluadas en hongos, levaduras, protozoarios, parásitos o algún microorganismo 
que se considerado como agente causal de enfermedades o nuevas enfermedades 
emergentes. Además, el uso de bacteriocinas contra agentes infecciosos se puede usar 
como un tratamiento alterno y evitar la resistencia de los microorganismos a los 
medicamentos de elección. Los resultados sugieren que las proteínas de los medios 
condicionados de las BAL pueden ser usados como un tratamiento alterno para la 
amibiasis y descender el consumo del metronidazol, el cual, genera efectos secundarios 
sobre los humanos.  
 
De acuerdo a los resultados de inhibición amibiana, pruebas bioquímicas, contenido de 
proteínas, análisis fisicoquímicos, el medio condicionado de Lactobacillus acidophilus en 
sacarosa al 0.5%, presentó los resultados más efecientes, por lo cual, a este medio 
condicionado se le realizó una electroforesis al 8 y 12%, demostrando una mejor 
separación a la electroforesis del 12% (Fig. 35 y 36) y logrando obtener dos bandas, una 
presentó un peso molecular próximo a 71KDa y la otra a 9.5 KDa. Ogunbanwo et al. 2003; 
realizaron la caracterización de bacteriocinas de L. plantarum F1 y L. brevis OG1 y 
concluyen que las proteínas presentan pesos moleculares entre 1,000-100,000, este 
resultado concuerda con los obtenidos en nuestro trabajo, al revelar la presencia de una 
proteina de 71 KDa y otra de 9.5KDa, pero no solo se observó la presencia de proteínas 
en el MC con sacarosa, también, se presentó una banda con peso molecular aproximado a 
9.1 KDa en el MC con glucosa al 2% y el control MPT, presentó una banda con un peso 
molecular próximo a 7.6 KDa, esta banda que se aprecia en el revelador se debe a                   
la presencia de peptona en el medio. Trivedi et al, 2013; caracterizaron la bacteriocina 
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DT24 de L. brevis DT24, obteniendo una banda proteica con un peso molecular 
aproximado de 7 KDa. Es probable que las dos bandas presentes en el MC de L. 
acidophilus potencializan su efecto de actividad amibiana, pues el modo de acción de las 
bacteriocinas es atacando la membrana celular, al realizar poros y afectando la 
homeostasis de la amiba, provocando la lisis amibiana, por lo cual, en el medio se 
observan detritos y restos celulares. Klaenhammer 1993, reportó que la formación de 
poros en la membrana citoplasmática de las células sensibles, debido a que es un 
mecanismo de acción común presentado por las bactericiocinas generadas por las BAL en 
su forma bactericida o bacteriostática. La nisina y algunos péptidos pequeños, como 
lactacina, actúan mediante este mecanismo (Bruno y Montville 1993). 
 
Al medio condicionado de L. acidophilus se le realizó la cuantificación de acidez de 
acuerdo a la AOAC (Tabla 12 y Fig. 36) determinando un 0.5451% en sacarosa y 0.5095% 
en glucosa, indicando que las proteínas son activas a pH ácido, como lo refiere Trivedi 
2013;  Ogunbanwo  et al.  2003; los cuales determinaron que las bacteriocinas ejercen su 
efecto de inhibición bacteriana en pH de 2-10 (Trivedi 2013) o 2-6 (Ogunbanwo  et al.   
2003).  
 
Las Tablas 14, 15, 16 y 17 presentan una síntesis de la caracterización de los medios 
condicionados de las cuatro BAL, en su fuente de carbono seleccionada y el control, 
glucosa 2%.  
 
El medio condicionado con mejor efecto de interferencia amibiana fue el de L. acidophilus 
en sacarosa al 0.5%. A partir de este medio condicionado, propongo que se lleven a cabo 
pruebas de las bandas mostradas en la electroforesis (Fig. 35), pues estas proteínas pueden 
ser usadas no solo con efectos amebicidas, si no, en la industria alimenticia, como 
conservadores, cosmética, bactericida y/o algún otro microorganismo que sea agente 
causal de enfermedades de difícil tratamiento.  
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Las fuentes de carbono evaluadas en esta investigación fueron lactosa, sacarosa, fructosa 
y glucosa, usando las concentraciones de 0.1, 0.5, 1.0 y 2.0%. Estos datos se deben tomar 
en cuenta para la producción de las biomoléculas que se localizan en el medio 
condicionado, principalmente, las proteínas (bacteriocinas), pues los resultados obtenidos 
en esta investigación sugieren que el contenido proteico se ve afectado. La cuantificación 
de proteínas por el método de Bradford, Nanodrop, Norma oficial Mexica y la 
precipitación con sulfato de amonio, demuestran que el mayor contenido de proteína se 
presenta usando como fuente de carbono sacarosa al 0.5 y 1.0%, este azúcar, es un 
disacárido, el cual, incrementa el contenido de metabolitos en el medio condicionado de 
Lactobacillus casei rhamnosus y Lactobacillus acidophilus.  
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10. CONCLUSIÓN 
 
De acuerdo con los resultados obtenidos en el presente estudio, se concluye que:  Lactobacillus casei, L. acidophilus y L. casei rhamnosus presentaron mayor 
crecimiento en sacarosa al 2.0%, 0.5% y 1.0% mostrando absorbancias de 1.7037, 
1.3100 y 1.7841 a las nueve horas de incubación y L. plantarum creció mejor en 
lactosa al 0.1% con una absorbancia de 1.7364.  E. histolytica al sexto día de incubación presenta el mayor número de células, 95,416 
cel/mL.   Los MC de las bacterias ácido-lácticas (Lc, La, Lcr y Lp) demostraron tener una 
interferencia microbiana contra E. histolytica con dosis de 0.1%, generando 
inhibiciones mayores del 90% a partir de la fuente de carbono y la concentración 
elegida. Los medios condicionados de Lc y Lcr con glucosa al 2.0%, presentaron 
inhibiciones de 16.52 y 43.31%.  El contenido de proteínas por el método de Bradford en los medios condicionados 
presenta un rango de 0.0446 – 0.191mg/mL.   El contenido de proteínas de los MC de las BAL cuantificado por el Nanodrop 
presentó un rango de 0.94 – 5.134 mg/mL.   El contenido de proteína fue de 2.26 – 2.85%.   Las proteínas obtenidas del medio condicionado de L. acidophilus en sacarosa al 
0.5%, presentaron termoresistecia, ya que su actividad amebicida sigue tienen efecto 
sobre E. histolytica con interferencia microbiana arriba del 90% de inhibición, a dosis 
del 7.0%.  En la electroforesis del 12% MC de L. acidophilus en sacarosa 0.5%, se observó dos 
bandas, una con un peso molecular próximo a 71 KDa y otra con 9.5 KDa.  El MC de L. acidohilus en sacarosa 0.5% presentó ácidos grasos con insaturaciones,   Los medios condicionados de las BAL contienen grasa en un rango de 0.63 – 1.3 %.   Al medio condicionado de L. acidophilus sacarosa 0.5% y glucosa 2.0% se les 
cuantificó el contenido de acidez a apartir de la técnica de la AOAC, obteniendo 
0.5451 y 0.5095%, mientras que el medio MPT presentó una acidez de 0.3151%. 
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11. PERSPECTIVAS 
 
En los últimos años los probióticos han adquirido una importan en la salud a nivel 
mundial, nacional y estatal, debido al incremento de enfermedades gastrointestinales, 
como: el síndrome de inflamación intestinal, infecciones intestinales bacterinas, virales y 
amibianas, esta ultima por E. histolytica.  
 
Esta investigación demostró que las BAL tienen el potencial para inhibir el crecimiento 
de E. hitolytica, pero el trabajo permite generar nuevos estudios,  considerando las 
siguientes perspectivas: 
  Generar un fármaco a partir de los metabolitos secundarios producidos por                
L. acidophilus.  Elaborar un perfil proteico de las bacteriocinas para demostrar si el efecto de 
interferencia microbiana se debe a una o al conjunto de proteínas.   Determinar la estrucutra de las bacteriocinas producidas por L. acidophilus.  Determinar el tipo de ácido de láctico que libera L. acidophilus, si pertenene al 
tipo D o L.   Identificar los tipos de ácidos grasos de cadena corta que son liberados por                
L. acidophilus.  Determinar el efecto de los acidos grasos de cadena corta liberados por                       
L. acidophilus sobre el crecimiento de microorganismos patógenos  
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